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Kristallinisches Myoglobin. 


I. Mitteilung: 
Kristallisieren und Reinigung des Myoglobins sowie vorliufige Mitteilung 
iiber sein Molekulargewicht. 


Von 
A. Hugo T. Theorell. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1932.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Man kann wohl behaupten, daB das Muskelhamoglobin sich 
niemals im Brennpunkt des Interesses der Forscher befunden hat. 
Die Ursachen sind zwei: erstens hat man bis in die letzte Zeit geglaubt, 
da das Blut- und das Muskelhimoglobin wegen der groBen Ahniichkeit 
ihrer Absorptionsspektren identisch seien, zweitens weil die Rein- 
darste!llung des Muskelhamoglobins bis jetzt nicht gelungen war. 


Es ist unndétig, die altere Literatur bis 1921 hier zu referieren, da man 
sie bei Giinther (1) sehr vollstandig findet. Es mag nur erwaihnt werden, 
daB Mérner (2) schon 1897 die zwar geringen, doch sicheren spektroskopi 
schen Unterschiede zwischen ,,.Myochrom* und Hamoglobin endgiiltig 
feststellte. Kennedy und Whipple (3) veréffentlichten im Jahre 1926 einige 
vergleichenden spektrophotometrischen Untersuchungen tiber Oxyhimo- 
globin und Kohlenoxydhamoglobin einerseits, Extrakte von véllig entbluteter 
Muskulatur, mit Sauerstoff bzw. Kohlenoxyd gesittigt, andererseits. Sie 
bestatigen die kleine, schon von Mérner und Giinther gefundene Rot 
verschiebung der x- und /)-Banden des Myoglobins im Vergleich mit denen 
des Hamoglobins. Die Verfasser betrachten jedoch diese Tatsache als 
nicht entscheidend fiir einen wirklichen Unterschied zwischen Hamoglobin 
und Muskelhamoglobin in vivo: die Rotverschiebung kénnte durch Ferment 
wirkung auf das Muskelhimoglobin wahrend der Extraktion entstehen. 
Sie glauben auch, daB andere Muskelfarbstoffe (das Keilinsche Cytochrom) 
auf die Absorptionskurve in angedeuteter Richtung einwirken kénnten. 
In demselben Jahre zeigten Whipple und Robscheit- Robbins (4), daB die 
Endprodukte des Muskelhimoglobins nach intravenéser Darreichung 
Gallpigmente sind, genau wie nach der Injektion von Hamoglobin. Hektoen, 
Robscheit-Robbins und Whipple (5) fanden gewisse serologische Unter- 
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schiede zwischen Hamoglobin und Muskelhamoglobin und geben eine fiir 
das letztere spezifische Prazipitinreaktion an. Diese Reaktion betrachten 
die Verfasser als das einzige sichere Zeichen eines Unterschiedes zwischen 
Muskelhamoglobin und Hamoglobin. Doch erwaihnen die Verfasser, da® 
sie fiir das Muskelhamoglobin eine fiinfmal schnellere Ausscheidung durch 
die Nieren im Vergleich mit dem Hamoglobin gefunden haben: sie scheinen 
aber die alteren Arbeiten von Camus, Pagniez und Lucet, auf die ich spater 
zuriickkommen werde, gar nicht zu kennen. Schwmm (6) spaltete aus dem 
Muskelhamoglobin ein Hamatin ab, das mit dem Hamatin aus Hamoglobin 
identisch war. Die Verschiedenheit der beiden Muttersubstanzen muB also 
auf die EiweiBkomponente bezogen werden. Dirken und Mook (7) bestimmten 
das totale Sauerstoffbindungsvermégen des Muskelhamoglobins im van Slyke- 
Apparat nach Konzentration nach Parsons und Offringa. Sie fanden um 
7 bis 20°, niedrigere Werte als fiir Haimoglobin, was wohl auf einer teilweisen 
Bildung von Metamuskelhamoglobin beruhen diirfte; diese Verainderung 
kommt nach allen Erfahrungen so leicht zustande, daB sie kaum zu ver- 
meiden ist. Ray und Paff (8) bestimmten die Lage der Absorptionsbanden 
des Muskelhamoglobins bei lebenden Muskeln in situ und erhielten dabei 
genau dieselben Werte wie in Extrakten. Die Hypothese von Whipple 
und Mitarbeiter von einem fermentativen Abbau des Muskelhamoglobins 
wihrend der Extraktion ist also nicht stichhaltig. Die Verfasser machten 
ferner die interessante Beobachtung. daB die Verschiebung der x-Bande 
infolge CO-Vergiftung beim Muskelhimoglobin nur 2,5 bis 3 uu betrigt 
(statt 6 za beim Haémoglobin). Diese Verschiedenheit der ,,.Span‘* deutet 
unzweifelhaft auf entsprechende Unterschiede der CO-Affinitat. 

Wie aus der obigen kurzen Ubersicht hervorgeht, ist bis jetzt 
keine vollkommene Einigkeit iiber das Verhaltnis zwischen Blut- und 
Muskelhamoglobin geschaffen. Indessen machten schon vor 30 Jahren 
Camus und Pagniez bei intravenédsen Injektionen von Muskelsaft bei 
Kaninchen und Hund die Erfahrung, daB der rote Farbstoff mit gréBter 
Leichtigkeit die Nieren passiert und in groBer Menge im Harn auftritt, 
wihrend kaum nachweisbare Spuren im Blutplasma sich vorfinden. 
Das Hamoglobin verhalt sich umgekehrt, wird also nur langsam von 
‘den Nieren ausgeschieden. Camus und Lucet (10) zeigten spiter dasselbe 
beim Pferde. Carlstrom ((1) bestatigte kiirzlich in jeder Hinsicht diese 
Untersuchungen. 

Der rote Muskelfarbstoff ist von den Forschern verschieden benannt 
worden: Myohimatin (einschlieBlich anderer Farbstoffe; Mac Munn), 
Myochrom (Mérner), Myoglobin (Giinther). In der englischen und 
amerikanischen Literatur wird der Farbstoff fast immer ,,Muscle 
hemoglobin’ benannt. Im folgenden werde ich den Giintherschen 
Namen Myoglobin verwenden. 


Svedberg und Mitarbeiter haben bekanntlich gezeigt, daB die 
Molekulargewichte der meisten Proteine 1, 2, 3 oder 6 Vielfache 
von ungefahr 34,500 bilden. In der ersten Gruppe, 1 . 34500, sind 
bisher nur drei Mitglieder bekannt: Ovalbumin, Bence-Jones-Eiweib- 
kérper und kristallinisches Insulin. Wenigstens von den zwei ersteren 
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ist bekannt, daB sie mit Leichtigkeit durch die Nieren in’ den 
Harn passieren, was dagegen z. B. nicht fiir Hamoglobin und Serum- 
albumin mit dem Molekulargewicht rund 68000 der Fall ist. Die von 
Camus, Pagniez und Lucet gefundenen Tatsachen schienen mir somit 
darauf hinzudeuten, daB das Myoglobin ein niedrigeres Molekular- 
gewicht als das Himoglobin hatte. 

Ich habe bei The Svedberg in Upsala mit seiner Ultrazentri- 
fugierungsmethode die Sedimentierungskonstante und das Molekular- 
gewicht des Myoglobins bestimmt. Die Resultate werden in kurzer 
Zeit veréffentlicht. Vorlaufig mag hier erwahnt werden, dal} die Sedimen- 
ticrungskonstante sehr niedrig ist (ungefahr = 2,5: fiir Hamoglobin 

4.37). Das Molekulargewicht ist entweder = 35000 oder scheint 
unter Umstanden nur die Halfte betragen zu kénnen (in welchem Falle 
ja jedes Molekiil in Ubereinstimmung mit der alten Hiifnerschen Be- 
rechnung 1 Fe-Atom enthalt). Hiermit sind div Befunde von Camus, 
Pagniez, Lucet und Carlstrém vollkommen aufgeklart worden. 

Die ,,py-Stabilitat unterscheidet sich auffallend von der des 
Hamoglobins: Myoglobin py 5,5 bis 13 und Hamoglobin py 6 bis 8. Die 
aubBerordentlich hohe Resistenz des Myoglobinmolekiils gegen alkalische 
Reaktion ist ja besonders merkwiirdig. Auf der sauren Seite von pq = 5 
tritt Aggregation zu gréBeren Komplexen ein. 

Nachdem ich diese Resultate bei Svedberg erhalten hatte, schien es 
mir angebracht, einen Versuch zu machen, das Myoglobin rein dar- 
zustellen, um so mehr, als die Literatur zwar von miblungenen Ver- 
suchen berichtet (Mérner, Giinther u.a.), aber andererseits keiner der 
Autoren besonders viel Zeit oder Bemiihungen darauf verwendet zu 
haben scheint. 

Fiir die Reindarstellung des Myoglobins war zuerst die Kenntnis 
des isoelektrischen Reaktionsgebietes des Myoglobins notwendig. 
Dasselbe wurde nach Tiseliwvs (12) durch Kataphorese ermittelt. Zur 
Anwendung kam ein PreBsaft von Rindfleisch, mit CO gesattigt und 
5 Tage gegen Wasser in der Kalte unter Toluol dialysiert. Lésungs- 
mittel und AuBenfliissigkeit m 100 Phosphatpuffer. Kein Lichtfilter. 


Tabelle I. 





Pu Wanderung “a. 105 
7,17 anodisch 1,24 
6.42 kathodisch 3,938 


Durch Interpolation erhalt man die isoelektrische Reaktion (I. R.) 
bei px 6.99, also etwas mehr nach der alkalischen Seite als die 


des Hamoglobins (I. R. bei px 6,78). 
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Die Schwierigkeiten bei der Reindarstellung haben zwei Ursachen. 
Erstens kommt das Myoglobin auch in den starkst gefarbten Muskeln 
in ziemlich geringer Konzentration vor [siehe Giinther, |. ¢., Whipple (13) 


u.a.}. Zweitens macht das Myoglobin nur einen geringen Teil der 


festen Stoffe des PreBsaftes oder des Extraktes aus, weshalb es un- 
méglich ist, eine stirkere Konzentration des Myoglobins zu erreichen 
ohne die tibrigen Stoffe (hauptsichlich verschiedene EiweiBkorper) 
zu entfernen. 


Darstellung und Reinigung yon kristallinischem Myoglobin. 

Das Herz eines Pferdes wird so schnell wie méglich nach dem 
Schlachten ausgenommen, eine entsprechend groBe Kaniile in die 
Aorta eingebunden und das Herz durch die Coronaarterien mit 
wenigstens 5 Liter physiologischer Kochsalzlésung durchgespiilt. Durch 
slassage des Herzfleisches erzielt man, daB die zuletzt austretende 
Spulfliissigkeit praktisch farblos wird. Nach mdéglichst vollstandiger 
Entfernung von Binde- und Fettgewebe wird das Fleisch fein zermahlen, 
mit der Halfte des Gewichts Wasser versetzt, das Ganze wohl umgeriihrt 
und iiber Nacht bei 2 bis 4° C stehengelassen. Dann wird in einer groBen 
Zentrifuge scharf zentrifugiert und die erhaltene, blutrote Fliissigkeit 
abgegossen. Der Extrakt reagiert schwach sauer; py pflegt ungefaihr 
5,8 bis 6 zu sein. Jetzt setzt man zum Extrakt so viel n NaOH, dab 
pu 7,0 erreicht wird (elektrometrische Titrierung mit Wasserstoff- 
oder Chinhydronelektrode), wonach 0,25 Volumen konzentrierte, basische 
Bleiacetatlésung unter Umriihren hinzugefiigt werden. Dabei entsteht 
ein schmutzig-weiber, schwerer Niederschlag, der u.a. die Muskel- 
globuline quantitativ enthalt, dagegen kein Myoglobin. Das Fallen 
soll bei Zimmertemperatur vorgenommen werden; in der Kalte wird 
weniger von den Verunreinigungen gefallt, und bei 38° das Myoglobin 


‘ganz oder teilweise. Nun wird zentrifugiert und die Reaktion 


der Fliissigkeit kontrolliert; sie hat sich im allgemeinen nur wenig 
geindert, oft etwas nach der sauren Seite hin, in welchem Falle wieder 
neutralisiert wird. Dann setzt man Dinatriumphosphat in Substanz 
vorsichtig zu, um den Uberschu8 an Blei wegzuschaffen. Hierbei mu8 
mit Lackmuspapier die Reaktion die ganze Zeit kontrolliert werden; 
sie verschiebt sich namlich, bisweilen stark, ins Saure; die Ursache ist, 
daB die Verbindung Pb,(PO 4). als die schwerléslichste von allen Blei- 
verbindungen (0,13 mg Liter) ausfallt und Essigsiure in der Lésung 
bleibt. Ein Uberschreiten der Grenze der pu-Stabilitat (pq rund 5,5) 
muB also durch Zusatz einer geeigneten Menge n NaOH vermieden 
werden. Natiirlich kann man auch tertiéres Phosphat zusetzen. Das 
Phosphat wird bis zu sicherem UberschuB zugesetzt, dann wird zentri- 
fugiert. Die klare Fliissigkeit enthalt dann kein nachweisbares Blei. 
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Die Fliissigkeit wird jetzt nach elektrometrischer Titration wieder auf 
pu 7.0 eingestellt. 

Die Behandlung des Muskelextraktes mit Bleiacetat bringt auber 
der teilweisen Entfernung von Verunreinigungen noch einen groben 
Vorteil mit: die sonst intensive saure Garung hért auf, was fiir die 
Praparation notwendig ist. Infolge der groBen Neigung des Myoglobins, 
durch Oxydation in Metamyoglobin tiberzugehen, ist jetzt etwas vom 
letzteren immer nachweisbar (Absorptionsband bei 635 4). Um 
ein einheitliches Produkt zu erhalten, ist es zweckmabig, eine Spur 
von Natriumhydrosulfit zuzufiigen und dann durch Sattigung mit 
CO das CO-Myoglobin herzustellen. Wenn man will, kann man ebenso- 
gut das Oxymyoglobin -+ etwas Metamyoglobin beibehalten; das 
Kristallisieren geht hierbei ebensogut. 

Das Extrakt wird dann in Dialysehiilsen von Kollodium tibergefihrt 
und im Kaltezimmer gegen gesattigte Ammoniumsulfatlésung dialysiert, 
die mit 0,005 Volumen n NaOH neutralisiert wird. Will man das 
(O-Myoglobin herstellen, leitet man wahrend der Dialyse einen lang- 
samen Strom von CO durch die Myoglobinlésung. Eine schnelle Dialyse 
erhalt man durch Umriihren der AuBenfliissigkeit. Dieses Verfahren 
hat den doppelten Vorteil, daB die Myoglobinlésung auf weniger als 
ein Fiinftel des Volumens konzentriert wird und daB das hereindiffun- 
dierende Ammoniumsulfat die Léslichkeit des Myoglobins allmahlich 
vermindert. Die Lésung enthalt indessen auBer Myoglobin auch Albumin, 
das dadurch zum Teil weggeschafft wird, da}S man die Dialyse zuerst 
bis zu einem spezifischen Gewicht der Innenfliissigkeit von 1,18 bis 1,19 
fortsetzt, was mit guten Hiilsen und Umriihren nur 24 Stunden in 
Anspruch zu nehmen pflegt. Der entstandene amorphe Niederschlag 
besteht aus Albumin + etwas Myoglobin und wird wegzentrifugiert. 
Jetzt kontrolliert man die Wasserstoffionenkonzentration und neutra- 
lisiert, wenn ndétig. 

Dann wird von neuem in der Kalte gegen neutrale, gesittigte 
Ammoniumsulfatlésung itiber Nacht dialysiert. Am nachsten Morgen 
ist das Myoglobin meistens kristallisiert. Das Pferdemyoglobin bildet 
lange, auch makroskopisch wohl sichtbare Prismen, die oft in straub- 
formigen Haufen liegen (siehe Abbildung). 

Wie aus der Abbildung ersichtlich, enthalt das Praparat auch 
amorphe Massen. Sie bestehen zum Teil aus Albumin. Die Reinigung 
des Myoglobins wird so ausgefiihrt, daB man abzentrifugiert und nachher 
den Niederschlag mehrmals mit neutralisierter, gesattigter Ammonium- 
sulfatlésung in der Zentrifuge wascht. Jedesmal wird nur 5 bis 10 Minuten 
zentrifugiert. Hierdurch wird infolge des hohen spezifischen Gewichts 
der Fliissigkeit erreicht, daB die amorphen, leichteren Partikelchen in 
der Fliissigkeit bleiben, wahrend die schwereren Kristalle zu Boden 
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fallen. Dann wird durch Auflésen der Kristalle und erneuerte Dialyse 
gegen neutrale, gesittigte Ammoniumsulfatlésung umbkristallisiert, 
wieder durch Waschen mit ebensolcher Lésung wie vorher mehrmals 
in der Zentrifuge gewaschen, und zuletzt, wenn nétig, noch einmal 
umkristallisiert und gewaschen. Die Reinheit des Praparats kann man 
durch Kisenanalysen an gelistem, hitzekoaguliertem, von Sulfat frei- 
gewaschenem und getrocknetem Kristallbrei kontrollieren. Ich ver- 
wendete eine Mikromethode, die im Prinzip von Lorber (14) angegeben 





und spiaiter von Jorpes (noch unveréffentlicht) ausgearbeitet ist. Nach 


einmaligem Umkristallisieren war der Eisengehalt — 0,27°,. Nach 
dem zweiten Umkristallisieren und Reinigen, wie oben beschrieben, 
ergaben sich folgende Werte: 0,348, 0,349, 0,326, 0,358°.. Mittel: 


0,345°,.  Kontrollanalysen an reinem Hamoglobin ergaben: 0,343, 
0,348°,. Mittel: 0,345%. 


Da der Eisengehalt des Hamoglobins im allgemeinen zu 0,34 bis 
0,35°,, angegeben wird | Bunge (15) gibt 0,335°,, an], so ist es also sehr 
wahrscheinlich, daB das Myoglobin denselben Kisengehalt hat wie das 
Hémoglobin. Dies war ja auch z. B. aus der Ubereinstimmung des 
totalen Sauerstoffbindungsvermégens der beiden Stoffe zu erwarten 
(Dirken und Mook, |. ¢.). Da die Ausbeute infolge der groBen, un- 
vermeidlichen Verluste ziemlich gering wird (z. B. 0,5 g aus 1 kg Aus- 
gangsmaterial), konnte man einwenden, daB méglicherweise die zuletzt 
zuriickgebliebenen Kristalle ausschlieBlich aus Hamoglobin bestehen 
kénnten. DaB dies nicht der Fall ist, habe ich durch Ultrazentrifugieren 
einer Lésung des Praiparats bewiesen. Die Sedimentationskonstante 
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war genau diejenige des Myoglobins, und auBberdem wies das Resultat 
des Ultrazentrifugierens auf groBbe Einheitlichkeit des Praparats hin. 

Die Kristallprismen des gereinigten Praparats liegen im all 
gemeinen regellos durcheinander oder bilden bisweilen zierliche, stern- 
formige u. dgl. Gruppen. 

Nach der angegebenen Methode habe ich auch Rindermyoglobin 
kristallisiert. Dieses bildet Tafeln von wechselnder Form, runde, sechs- 
seitige oder rhombische. 

Die Untersuchungen mit dem reinen Myoglobin werden fortgesetzt. 
Die Zusammensetzung des Myoglobins wird auch studiert. Die Affinitats- 
konstanten fiir Sauerstoff und Kohlenoxyd werden bestimmt. Die 
geringe Verschiebung der «-Bande (,,Span‘) bei CO-Vergiftung des 
Myoglobins deutet auf eine niedrigere Affinitatskonstante des Myo- 
globins als des Hiamoglobins fiir Kohlenoxyd. Die Verschiebung wird 
mit einer spektrographischen Methode genau ermittelt. Vorliufig 
kann ich die Angaben von Ray und Paff (1. c.) véllig bestatigen. Katzen- 
myoglobin hat z. B. einen ,,Span** von 31 Angstrémeinheiten. 

Die grobe Neigung des Myoglobins, zu Metamyoglobin oxydiert zu 
werden, scheint nicht auf dem Milieu, also auf oxydierenden Stoffen im 
Muskelsaft, zu beruhen, da auch die CO-Myoglobinkristalle mit gréBter 
Leichtigkeit ihr CO abgeben und in Metamyoglobin iibergehen. Diese 
Tatsache hingt wahrscheinlich mit einem anderen Redoxpotential fiir 


das System Oxymyoglobin — Metamyoglobin zusammen als fiir das 
Svstem Oxyhéimoglobin Methimoglobin; im Lichte der neueren 


Forschung iiber die Rolle des Methamoglobins in der Zellatmung [siehe 
z. B. Warburg, Kubowitz und Christian (16)| scheinen diese Verhaltnisse 
von besonderem Interesse zu sein, und ich hoffe, demnachst dariiber 
berichten zu kénnen. 
Literatur. 

1) H. Giinther, Virchows Arch. 2380, 146, 1921. 2) K. A. H. Morner. 
Nord. Med. Ark. 1897, Festband. 3) R. P. Kennedy u. G. H. Whipple, 
The Amer. J. of Physiol. 76, 685, 1926. 4) G.H. Whipple u. Robscheit- 


Robbins, ebendaselbst 78, 675, 1926. 5) L. Hektoen, Robscheit- Robbins u. 
G. H. Whipple, J. of infect. dis. 42, 31, 1928. 6) O. Schumm, Strahlen 
therapie 28, H. 1, 142, 1928. 7) M.N.J. Dirken u. H. W. Mook, J. of 
Physiol. 69, 210, 1930. 8) G. B. Ray u. G.H. Paff, The Amer. J. of 
Physiol. 94, 521, 1930. 9) J. Camus u. P. Pagniez, C. r. Acad. Se. 1902, 
Ss. 1010, 10) J. Camus u. Lucet, Ree. de méd. vét. 1911, 8S. 123. 

11) B. Carlstrém, Skand. Arch. f. Physiol. 1930. 12) A. Tiselius, Inaug.- 
Diss., Uppsala 1930. 13) G. H. Whipple, The Amer. J. of Physiol. 76, 
693, 1926. 14) L. Lorber, diese Zeitschr. 181, 391, 1927. 15) Bunge, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 1889. 16) Warburg, Kubowitz u. Christian, 


diese Zeitschr. 227, 245, 1930. 








Uber die Aktivitit der Amylase in den Blittern der Zuckerriibe. 


Von 


A. Oparin und 3S. Risskina. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Zentralen Forschungsinstituts 
fiir Zuckerindustrie, Moskau.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1932.) 


Es wurde schon liangst bei der Bestimmung einer Reihe von Fer- 
menten in den Blattern verschiedener Pflanzen beobachtet, da die 
Aktivitat der Fermente in den genannten Objekten auBerordentlichen 
Schwankungen unterworfen ist. Im besonderen kann man das auch 
fiir die Amylase feststellen. 


In ihrer umfangreichen Arbeit, die dem Studium der Blattdiastase 
gewidmet ist, haben schon Brown und Morris (1) die auf den ersten Blick 
merkwiirdige Tatsache festgestellt, daB die Aktivitat des genannten Ferments 
sehr stark von der Erntezeit der Blatter abhangig ist. Unter ein und den- 
selben Bedingungen ausgefiihrte Bestimmung der Diastasemenge in zer- 
riebenen Blattern, die zu verschiedenen Tageszeiten eingesammelt wurden. 
haben die genannten Autoren festgestellt, daB die Aktivitaéat des Ferments 
im Laufe des Tages »vedeutend abnimmt, um nachts wieder anzusteigen. 
Diese Angaben haben in einer Reihe von Arbeiten von Mann (2) mit ver- 
schiedenen Fermenten des Teeblattes ihre volle Bestatigung gefunden. 
Spater hat Hisenberg (3) das Vorhandensein des Parallelismus zwischen der 
Erntezeit und der Starke der Fermentwirkung bestritten. Aber auch er 
hat die groBen Schwankungen der Amylaseaktivitat in den Blattern beob- 
achtet und dabei den Zusammenhang zwischen der Starkespeicherung 
und der Zunahme der Fermentwirkung festgestellt. Die spateren Arbeiten 
von Shney (4) bestaétigen von neuem die Anschauung von Brown und 
Morris und stellen die Tagesperiodizitaét der Schwankungen der Amylase- 
aktivitat in Blattern fest. Dieselbe Erscheinung wurde auch in der Praxis 
der Tabakindustrie beobachtet. In den unlangst ver6ffentlichten Arbeiten 
von Okonenko (5) wird endlich mit voller Bestimmtheit die Tatsache der 
Tagesperiodizitat der Schwankungen der Fermentaktivitat fiir die Blatter 
der Zuckerriibe nachgewiesen. 


Die Ursache der beschriebenen Schwankungen kann kaum in der 
direkten Neubildung und Vernichtung der Fermente gesucht werden. 
Dem widerspricht die Geschwindigkeit, mit der die erwahnten Veranderungen 
vor sich gehen, und die RegelmaéBigkeit des Zuwachses und der Abnahme 
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der Fermentaktivitét zu bestimmten Tagesstunden. Eher kann an- 
genommen werden (wie das auch eine Reihe von Autoren tut), daB die 
Amylase in den Blattern in zwei Formen vorhanden ist: einer aktiven und 
einer inaktiven Form. Diese Formen kénnen unter dem Einflu8 von Ein- 
wirkungen verschiedener Art leicht ineinander iibergehen, und als Folge 
davon kommen die Veraénderungen in der Menge der zu bestimmenden aktiven 
Amylase zustande. DaB die Blattdiastase in einem gebundenen, unwirk- 
samen Zustande sich befinden kann, haben schon Brown und Morris an- 
genommen. Bei den im Dunkeln gehaltenen Blaittern, im sogenannten 
.. Hungerstoffwechsel", wird eine bedeutende Menge gebundener Amylase 
in Freiheit gesetzt, und es steigt die gesamte Menge des aktiven Ferments. 
Diese Tatsache hat in der Folgezeit in einer Reihe von Arbeiten mit Tabak- 
blattern ihre Bestatigung gefunden [Garner, Bacon und Foulbert (6), Tolle- 
naar (7), Smirnow (8) u. a. |}. 

Die Erscheinung des Freiwerdens der gebundenen Amylase wurde 
von Palladin und Popoff (9) eingehend untersucht. Auf den Ergebnissen 
von Purievitsch, Reichertund Butkewitsch iiber den Gang der Starkezersetzung 
in Blattern, die der Einwirkung von hoher Temperatur oder Antiseptika 
ausgesetzt waren, fuBend, haben Palladin und Popoff die Ansicht aus- 
gesprochen, daB die Diastasemenge bei der Zersetzung, der Autolyse des 
Protoplasmas, zunimmt. Nach den eigenen Versuchen von Palladin und 
Popoff gelingt es sogar durch ganz feines Zerreiben der frischen Blatter 
und nachfolgendes Auswaschen der gewonnenen Masse mit Wasser nicht, 
die Amylase vollstandig daraus zu entfernen. Ein bedeutender Teil des 
Ferments bleibt durch die Eiwei8kérper des Protoplasmas fixiert und kann 
nur nach lingerer Autolyse der ausgewaschenen und ausgepreBten Blatt- 
masse nachgewiesen werden. Es handelt sich hier, mit anderen Worten, 
um Fixierung des Ferments durch Proteine, die mit seiner Inaktivierung 
verbunden ist, ahnlich, wie dies von Willstdtter (10) spater beziiglich der 
pflanzlichen Lipase beobachtet wurde. 

Oparin und Kurssanow (11) haben durch unmittelbare Versuche 
gezeigt, daB in allen den Fallen, in denen sich als Ergebnis der Ein- 

° . . . ‘ \- . . 
wirkung verschiedener physikalischér und chemischer Faktoren (bei 
Alterung der Praparate, Schiitteln der Lésungen, Zusatz von Tannin, 
Coffein, von Salzen, Sauren! u. a.) EiweiBniederschlige gebildet haben, 
damit auch eine Inaktivierung des Ferments verbunden ist. Es konnte 
dabei durch Zentrifugieren des Gemisches und nachfolgende Unter- 
suchung des Zentrifugats und des Niederschlages gezeigt werden, daB 
das gesamte verschwundene Ferment sich im Niederschlag befindet. 
Aber es ist hier in einem unwirksamen Zustand anwesend, und nur 
durch Zusatz von Pepton oder Auflésung des Niederschlages gelingt es, 
die hier vorhandene Asaylase in Lésung iberzufiihren und ihr die Tatig- 
keit, Starke zu zersetzen, wieder zu verleihen. 

Bei der vorliegenden Arbeit gingen wir von der Annahme aus, daB 
die beschriebene Fixierung der Amylase durch EiweiSniederschlage 
eine Adsorption dvs Ferments’darstellt, die mit seiner vélligen oder 


! Ein Teil der Ergebnisse ist noch unver6ffentlicht. 
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teilweisen Inaktivierung einhergeht, ahnlich der, wie sie von Will- 
statter und Waldschmidt- Leitz (12) bei der Adsorption von Lipase durch 


Tristearin und Cholesterin beobachtet wurde. Dabei kann infolge einer 


Reihe von Ursachen leicht eine Elution der Amylase und dement- 
sprechend eine Aktivierung dieses Ferments zustande kommen. Somit 


ist, unserer Annahme entsprechend, in der Zelle standig ein gewisser 


Vorrat von Amylase im adsorbierten, unwirksamen Zustand anwesend. 
Er befindet sich bei den jeweiligen Milieubedingungen in einem be- 
stimmten Gleichgewicht mit der gelésten aktiven Amylase. 

Dieser Gleichgewichtszustand kann in Abhangigkeit von verschie- 
denen AuBeneinwirkungen gestért werden, und als Folge davon kommt 


entweder eine Infreiheitsetzung einer gewissen Menge gebundener 


Amylase oder umgekehrt ihre Adsorption zustande. Die Aktivitat der 
Blattamylase kann sich dadurch sehr leicht veraindern, sie wird zu- 
nehmen bei dem Ubergang der Amylase in Lésung und abnehmen bei 
ihrer Fixierung durch den Niederschlag. 


Experimenteller Teil. 


Fiir unsere Versuche haben wir sowohl frische als auch getrocknete 
Blatter der Zuckerriibe verwendet. 
Die Trocknung wurde bei der Temperatur von 30 bis 35°C im Laufe 


von 3Stunden im Faust-Heimschen Apparat ausgefiihrt. Die Blatter 


wurden nach dem Trocknen zerkleinert und durch ein '/,-mm-Sieb gestreut ; 


das auf diese Weise gewonnene Material wurde im Exsikkator iiber Schwefel- 
siure aufbewahrt. Die Zerkleinerung frischer Blatter vollzog sich im Laufe 
von 2 Stunden unter Wasserzusatz in einer Porzellankugelmiihle. Wahrend 
dieser Zeit wurde das Material sehr vollkommen zerrieben, so da8 in der 
gewonnenen Suspension mit Hilfe des Mikroskops gar keine intakten, un- 
zerstorten Zellen nachgewiesen werden konnten. Die Suspension war so 
homogen und fein, daB8 sie sich leicht pipettieren lieB. Das erleichterte 
bedeutend die Entnahme der einzelnen Proben des Materials fiir die un- 
verziigliche Bestimmung der Amylase. 

Die Bestimmung des Ferments wurde in folgender Weise aus- 
gefihrt: Eine bestimmte abgewogene Menge des trockenen Materials 
oder die mit der Pipette entnommene Probe wurde mit Wasser gemischt, 
so daB das Gesamtvolumen 50 ccm betrug. Das py des Gemisches 
schwankte bei diesen Bedingungen in allen unseren Versuchen zwischen 
5,0 und 5,5. 

Sodann wurden 50 cem einer 2°%,igen Starkelésung (Kahlbawm) 
hinzugefiigt. Das Gemisch wurde nach dem Zusatz von Toluol im 
Thermostaten 5 Stunden lang bei einer Temperatur von 30° C stehen- 
gelassen; hiernach wurden aus demselben die EiweiSstoffe entfernt 
und der im Gemisch gebildete Zucker nach der Methode von 
Bertrand bestimmt. 
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Gleichzeitig mit dem beschriebenen direkten Versuch wurde ein 
Kontrollversuch ausgefiihrt, in dem das Ferment durch 5 Minuten 
langes Kochen im Wasserbad abgetétet wurde. 

Die Differenz der Maltosemenge, die im direkten und im Kontroll- 
versuch bestimmt wurde, charakterisierte die Aktivitat der Blatt- 
amylase. 

Bei der Bestimmung mit verschiedenen, abgewogenen Mengen ein 
und desselben getrockneten Materials haben wir folgende Ergebnisse 
erhalten, die in Milligramm der bei der Hydrolyse gebildeten Maltose 
ausgedriickt sind. 





Die Einwage ing... 0,1 0,2 0,3 0,5 0,7 1,0 
Maltosemenge in mg. . 55 110 165 277 395 | 558 


Wir sehen, daB bei den von uns gewahliten Bedingungen eine direkte 
Proportionalitat zwischen der Menge des verwendeten Materials 
(Fermentmenge) und der erhaltenen Maltosemenge besteht. 

Eine ebensolche Proportionalitat haben wir auch bei der Arbeit 
mit der Suspension aus frischen Blattern erhalten. Aus diesem Grunde 
geben wir in den weiter unten angefiihrten Tabellen als MaB der Amylase- 
aktivitat einfach die sich bildende Maltosemenge (in Milligramm), 
umgerechnet auf 1 g des trockenen Materials, an. 

Die beschriebenen Amylasebestimmungen gaben nur fiir ein und 
dasselbe Material konstante Ergebnisse. Blatter, die zu verschiedenen 
Tageszeiten oder an verschiedenen Tagen des Monats eingesamme!t 
wurden, zeigten in bezug auf die Amylaseaktivitiit ausgesprochene 
Unterschiede. In den unten angegebenen Tabellen sind deshalb nur 
die Ergebnisse ein und derselben Versuchsserie vergleichbar. 

Eine gleichzeitig entnommene Blattprobe zeigt auBerdem eine 
verschiedene Amylaseaktivitat, je nachdem die Bestimmung im frischen 
oder getrockneten Material ausgefiihrt wurde. Die getrockneten Blatter 
enthielten in der Regel immer eine gréBere Fermentmenge, auf | g 
Trockensubstanz berechnet, als frische Blatter. So z. B. gaben, wenn 
man in den frischen Blattern die Amylasemenge auf 1 g Trocken- 
substanz umgerechnet durch die Zahl 381 ausdriickt, dieselben Blatter 
im getrockneten Zustand 469 mg Maltose. 


Um die uns interessierende Erscheinung der Adsorption naher zu 
klaren, haben wir auBerdem Amylasebestimmungen des Ferments in 
der Lésung und im Niederschlag ausgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde 
das autolytische Gemisch aus dem Pflanzenmaterial und Wasser vor 
dem Starkezusatz sorgfaltig zentrifugiert. Sodann wurde sowohl 
zu dem Zentrifugat wie auch zu dem Niederschlag die nétige Wasser- 
und Stairkemenge zugesetzt, die Gemische wurden im Thermostaten 
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5 Stunden lang stehengelassen und hiernach ihr Maltosegehalt be- 
stimmt. Gleichzeitig damit wurden Kontrollversuche mit Gemischen 
angestellt, in denen das Ferment durch Erhitzen abgetétet wurde. 
Nach erforderlichen Umrechnungen haben wir folgende Zahlenreihe 
erhalten, die die Amylaseaktivitat in den einzelnen Fraktionen des 
autolytischen Gemisches charakterisiert. 





Suspension im ganzen Zentrifugat Niederschlag : ioleretuleg 
| 223 202 73 275 
In frischen Blattern | 215 | 196 67 265 
| 164 | 156 46 202 
Im getrockneten ) 820 720 214 934 
Material | 551 487 139 626 


Wir sehen, daB die Summe der Fermentmenge im Zentrifugat 
und im Niederschlag den urspriinglichen Amylasegehalt im autolytischen 
Gemisch in allen Fallen bedeutend iibertrifft. 

Die festgestellte Tatsache kann auf Grund unserer oben aus- 
gesprochenen Hypothese leicht erklart werden. Die Hauptmasse des 
aktiven Ferments befindet sich in Lésung, zwischen diesem Teil des 
Ferments und der unwirksamen, am Niederschlag adsorbierten Amylase 
besteht ein gewisses Gleichgewicht. Nach Trennung der Lésung vom 
Niederschlag und Zusatz von Wasser wird dieses Gleichgewicht gestért, 
es werden neue Portionen des Ferments in Freiheit gesetzt, das jetzt 
im aktiven Zustand aus dem Niederschlag in Lésung iibergeht. 

Diese Annahme wird durch folgenden Versuch bestatigt: Eine 
Suspension aus frischen Blattern oder eine abgewogene Menge des 
getrockneten Materials wurde in den vorher angegebenen Verhaltnissen 
mit Wasser vermischt. Ein Teil des Gemisches wurde nach Zusatz von 
Starke zur Bestimmung von Amylase in den Thermostaten gestellt, 
der andere Teil wurde zentrifugiert. Im Zentrifugat wurde die Amylase 
bestimmt (erstes Zentrifugat). Der Niederschlag wurde mit Wasser ver- 
mischt und nach | Stunde wieder zentrifugiert. Im Zentrifugat wurde 
abermals die Amylase bestimmt (zweites Zentrifugat), der Niederschlag 
wurde von neuem mit Wasser vermischt, stehengelassen, zentrifugiert 
und gab das dritte Zentrifugat ab. Endlich wurde die Starke zum 
Niederschlag selbst zugesetzt und hier der Amylaserest bestimmt. Die 
erhaltenen Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. 





Suspension 1. Zentrifugat 2. Zentrifugat 3. Zentrifugat Niederschlag 


Frische Blatter. . 215 196 65 59 56 
Getrockn. Material 810 700 178 91 165 
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Wir sehen, daB die Hauptmasse des Ferments, welches auf die 
Starke, die dem Niederschlag zugesetzt wurde, einwirkt, sich in Lésung 
befindet und durch Zentrifugieren abgesondert werden kann, aber 
sogleich wird vom Niederschlag an ihre Stelle eine neue Portion des 
aktiven Ferments abgegeben. Und das wiederholt sich einige Male. 

Die Angaben von Palladin und Popoff, daB der mit Wasser aus- 
gewaschene Niederschlag beim Stehen befahigt ist, die Starke zu hydro- 
lysieren, werden somit bestatigt. Aber dazu ist gar keine Autolyse des 
Protoplasmas erforderlich. Im Gegenteil, die Amylasemenge, die in 
einem solchen autolytischen Gemisch enthalten ist, nimmt bei mehr 
oder weniger lingerem Stehen des Materials mit Wasser und Toluol 
verhaltnismaBig schnell ab, wie aus nachstehender Tabelle  er- 
sichtlich ist. 





I Il 
Sogleich nach dem Vermischen 581 634 
Nach 2Stunden. .. . bee 491 600 
a eee es - 522 
mn er ae 255 — 


Es liegt auf der Hand, da8B ein bedeutender Teil der Amylase bei 
Autolyse entweder ganz zerstért wird oder in einen unwirksamen 
Zustand iibergeht. Um aus dem Niederschlag die Amylase ganz oder 
wenigstens der Hauptmasse nach zu gewinnen, ist die Anwendung 
anderer Methoden erforderlich. 

Von der Voraussetzung ausgehend, dafS das am Niederschlag 
adsorbierte Ferment sich im unwirksamen Zustand befindet und daB 
es nur bei der Elution in Freiheit gesetzt und eben dadurch aktiviert 
wird, haben wir versucht, den Ubergang der Amylase in Lésung durch 
Zusatz von Puffern hervorzurufen, die eine verschiedene aktuelle 
Aziditét besaBen. Die Vermischung des Niederschlages mit den 
Gemischen von Mcllvaine von verschiedenen py-Werten hat folgende 
Ergebnisse geliefert. 





PH Amylase des Niederschlags 
4,2 238 
6,1 783 
6,6 791 
7,2 752 


Wir sehen, daB die Amylaseaktivitét des Niederschlages bei 
pu = 6,6 ihren héchsten Wert erreicht hat. Indessen ist das pg-Optimum 
fiir das Priparat der Amylase, die aus den Blittern gewonnen wurde, 
gleich 5,5. Wahrscheinlich hangt diese Verschiebung des Optimums 
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davon ab, daB bei einer weniger sauren Reaktion eine gréBere Amylase- 
menge eluiert wird und in Lésung geht. 

Zur Priifung dieser Annahme haben wir den folgenden Versuch 
angestellt. Gleiche abgewogene Mengen der getrockneten Blatter 
wurden mit Pufferlésungen von verschiedenem px versetzt. Sofort nach 
dem Vermischen wurde zentrifugiert, sodann wurde zu allen Proben, 
sowohl zu dem Filtrat wie auch zu dem Niederschlag, Séure oder Lauge 
zugesetzt mit der Berechnung, in allen zu untersuchenden Gemischen 
ein gleiches pa von 6,0 zu bekommen. Und erst dann wurde zu 
allen Portionen Starke hinzugefiigt und die Bestimmung der Amylase 
ausgefiihrt. Somit kamen die in der folgenden Tabelle angefiihrten 
pu-Werte nur bei der Trennung des Zentrifugats und des Niederschlags 
zur Geltung, wahrend die eigentliche Amylasewirkung auf die Starke 
in allen Fallen bei ein und derselben aktuellen Aziditat von py gleich 6,0 
erfolgte. 





pu Zentrifugat Niederschlag 
42 53 225 
5,2 346 614 
6,1 761 451 
7,2 897 349 
8,0 1048 345 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, wie schnell die Menge des aktiven 
Ferments in der Lésung beim Ubergang von der sauren zur alkalischen 
Reaktion ansteigt. Bei py 8,0 gehen bedeutende Mengen Amylase 
im aktiven Zustand in Lésung tiber. Aber bekanntlich erfolgt die 
Elution niemals augenblicklich. Aus diesem Grunde konnte eine véllige 
Infreiheitsetzung des Ferments beim einfachen Auswaschen des Nieder- 
schlags kaum erwartet werden. Dazu ist es erforderlich, das Material 
einige Zeit mit der Pufferlésung stehen zu lassen. Im folgenden fiihren 
wir die Zahlen an, die die Amylasemengen charakterisieren, die bei 
verschiedenen Extraktionszeiten (py = 8,0) in Lésung gegangen sind. 





Sogleich nach . ; 
, Nach = - Nach 

po a 1/y Stunde Nach 1Stunde 9 gtanden 
1049 | 1206 | 1872 | 478 


Somit muB die einstiindige Extraktion des Materials als optimal 
angesehen werden. Bei diesen Bedingungen verbleibt im Niederschlag, 
wie die unmittelbaren Bestimmungen zeigen, eine verschwindend 
kleine Amylasemenge, die durch die Zahl 31 charakterisiert wird. 
Beim langeren Stehen des Gemisches beginnt die Menge der in ihm ent- 
haltenen Amylase abzunehmen. Aus diesem Grunde kann der Ubergang 
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des Ferments in Lésung und die damit verbundene Aktivierung der 
Amylase nicht durch die Autolyse des Protoplasmas gedeutet werden, 
dieser Ubergang hangt wahrscheinlich von der Elution des durch den 
Niederschlag adsorbierten und in diesem Zustand unwirksamen Anteils 
der Amylase ab. 

Folgerungen. 

1. Eine bedeutende Menge der Amylase ist sowohl in frischen als 
in getrockneten Blittern der Zuckerriibe am Niederschlag fixiert und 
befindet sich hier zum Teil im gebundenen und unwirksamen Zustand. 
Beim wiederholten Auswaschen mit Wasser gibt der Niederschlag all- 
mahlich seine Amylase an die Lésung ab; dabei erfahrt die Gesamtmenge 
des aktiven Ferments eine Zunahme. 

2. Bei der Autolyse der Blatter erfolgt eine verhaltnismaBig 
schnell fortschreitende Inaktivierung der Amylase. 

3. Die Hauptmenge der Blattamylase geht bei Extraktion des 
Materials mit Pufferlésungen nach Mc /lvaine, deren py-Wert gleich 8 
ist, in aktivem Zustand in Lésung und kann dann mittels der gewéhn- 
lichen Methoden bestimmt werden. 
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Uber die Harnfahigkeit organischer Halogenverbindungen. 


Von 
A. Binz und H. Maier-Bode. 


(Aus dem chemischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule, 
Berlin !.) 


(Eingegangen am 12. Juni 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text, 


Unter ,,harnfahig’ versteht man, daB ein Réntgenkontrastmittel 
durch die Nieren leicht und in hinreichender Konzentration ausgeschieden 
wird. Diese Definition v. Lichtenbergs hat auch fiir das chemische 
Arbeiten Interesse, seit die Einfiihrung des Uroselektans (5-jod-2- 
pyridon-N-essigsaures Natrium) in den Arzneischatz? zum Suchen 
nach anderen, demselben Zweck dienenden Verbindungen (Abrodil, 
Uroselektan B) angeregt hat. Es kommt darauf an, solche Praparate 
zu finden, die, intravenés angewandt, nicht nur volikommen ungiftig 
sind, sondern auch so rasch und so konzentriert die Nieren passieren, 
daB der Arzt bald nach der Injektion ein scharfes und klares Réntgenbild 
auf der photographischen Platte erhalten kann. 

Dieses Ziel wire leicht zu erreichen, wenn Geschwindigkeit und 
Starke der Ausscheidung proportional der Menge und der Léslichkeit 
der in die Blutbahn gebrachten Substanz waren. Ob das der Fall ist, 
hat mit einer Reihe von neuen Verbindungen A. v. Lichtenberg (St. Hed- 
wigskrankenhaus, Berlin) am Menschen gepriift. Das von ihm in klini- 
schem Zusammenhang auf einem Vortrag in London mitgeteilte 
Material® haben wir nach mehr chemischen Gesichtspunkten geordnet 


? Zugleich VI. Mitteilung von Binz und Rath zur Biochemie der Pyridine 
derivate; obgleich wir im experimentellen Teil vorliegender Arbeit Halogen- 
derivate der Methanreihe behandeln, gehért unsere Veréffentlichung doch 
sinngemaéB (wegen des Uroselektans) zum Pyridingebiet. Die V. Mitteilung 
(Binz und Wilke, diese Zeitschr. 241. 256, 1931) wurde dort irrtiimlich als 
IV. Mitteilung bezeichnet. 

2 Binz, Rath u. v. Lichtenberg, Zeitschr. f. angew. Chem. 48, 452, 1930. 

3 Principles and new advances in Excretion-Urography. The British 
J. of Urology 165, 199, 1931. 
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und erweitert. Die Erginzungen beziehen sich auf Verbindungen, 
welche von uns dargestellt, im Tierversuch gepriift und Herrn v. Lichten- 
berg zur klinischen Untersuchung iibergeben wurden. 





Intravenis 


injiziert 
ii 
/ J £ £ 
I. Cc H, J . Sé Ve Na 24.5 2.74 
J— ' 
II. 30): 12,6 
=0 
N 
CH,CO,. Na 
0 
-( \—J 
Til. 15 7,65 
NaQ,C—\ '—CO,Na 
N 
| 
CHs 
IV. CHJ,.S0,Na 10 6.86 
f CHJ(S O03 Na) 14 4.65 
VI. CH,J.CH,OSO,Na (7 3,24 
0 
j-/\-3 f ; 
VIL 5 2,97 
| 
y, 
N 
| 
CH, CO, Na 
O 
J— i—J 
VIII. 5 2,5 
NaQ,C—\. /—CO,Na 
N 
| 
H 
Brom 
IX. CHBr,.SO;Na 16 9,27 
X. CH, Br .S0O; Na 14 5,8 
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In der 1. Std. 


shieden 


aus- 
Harn 


S gesc 


— 
~I 
or 


120 


63 
140 
236 


66 


or 
~ 


173 
230 


Darin 





29.8 


18,94 
40.9 
26,4 


Maximal- 


im Harn 


nach Std. 


Jod 


4,05 


3,47 
1,32 
0,78 


3,94 


Brom 
1,03 
0,98 


Insgesamt 





nach Std. 


x 


konzentration im Harn aus- 
geschieden 


injizierte 
Substanz 


9 86,5 


85.6 


63.8 


, 68.3 


97,2 
56,3 


80.7 


81,2 


44.2 
64.9 
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Wir haben die Verbindungen in der Tabelle nach fallendem Jod- 
gehalt der injizierten Lésungen geordnet (zweite Spalte). Die Zahlen 
zeigen folgendes: 

1. Die mit verschiedenen Substanzen erreichbaren Maximal- 
konzentrationen des Jods oder Broms im Harn, von denen die jeweilige 
Stirke der Kontrastwirkung abhangt, ist den eingespritzten Jod- 
bzw. Brommengen nicht proportional. 

Es handelt sich hierbei stets um nicht abgespaltenes Halogen, da 
dessen feste Bindung an der unverinderten Substanz eine Bedingung fiir 
deren Vertriglichkeit ist. 

2. Die diuretische Wirkung, d.h. die nach der Injektion in der 
Zeiteinheit ausgeschiedene Harnmenge, differiert sehr bei den ver- 
schiedenen Verbindungen. Auch die Zeiten, in welchen sich die Maximal- 
konzentrationen im Harn einstellen, und die lingeren Zeiten, in denen die 
Ausscheidungen zu Ende gehen, variieren von Substanz zu Substanz. 
Beziehungen zum Jod- bzw. Bromgehalt der Praparate sind nicht 
ersichtlich. 
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3. Die Gesamtausscheidung des monojod-methionsauren Na- 
triums (V) durch die Nieren ist fast quantitativ und liegt bei vielen 
Verbindungen (I, Il, VII, VIII) iiber 80°. Andere Jodverbindungen 
(III, IV, VI) und insbesondere die Bromverbindungen IX und X werden 
innerhalb der Beobachtungszeit in weit geringerem Grade durch die 
Nieren ausgeschieden. Die groBe Verschiedenhcit in den Ausscheidungs- 
geschwindigkeiten ist an den drei am meisten differierenden Beispielen 
in Kurvenform veranschaulicht. 
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Die Volumina der wiasserigen Lésungen der Verbindungen betrugen 
in der Reihenfolge I bis X 100, 100, 20, 20, 20, 20, 20, 10, 20, 20 cem. Die 
Léslichkeit ist also stets eine gute. 


4. Die Starke des Réntgenschattens bei Sichtbarmachung von 
Nieren und Harnwegen hangt also nicht nur von dem Jod- bzw. Brom- 
gehalt! der intravenés verabreichten Verbindung ab, sondern ist auBer- 
dem eine Funktion unvoraussehbarer physiologischer Variablen: 
der Verteilung im Organismus; der Geschwindigkeit der Ausscheidung ; 
der Fahigkeit der Niere, das Praparat mehr oder weniger konzentriert 
in die Harnwege zu entlassen. Diese physiologischen Faktoren kénnen 
derartig tiberwiegen, daB eine Verbindung mit geringerem Jod- oder 
Bromgehalt einer anderen mit héherem Gehalt iiberlegen ist. Die Aus- 
sicht, welche die chemische Synthese bietet, findet hieran ihre Grenze. 

Dem Ministerium fiir Landwirtschaft, Domdnen und Forsten, dem 


Reichsministerium des Innern und der Notgemeinschaft der Deutschen Wissen- 
schajt danken wir fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten. 


Experimenteller Teil. 


Folgende Verbindungen kamen zur Verwendung: Abrodil (1), Uro- 
selektan (11), Uroselektan B (ITI). 


Dijodmethan-sulfosaures Natrium (1V)* gewannen wir aus 4,6 g Natrium- 
sulfoacetat (aus Bariumsulfoacetat? und Sodalésung), 12,7 g¢ Jod, lig 
Na,CO,, 10cem Wasser, 22 Stunden bei 150 bis 160° im EinschluBrohr, 
Ausathern des Jodiiberschusses, Zusatz eines Tropfens Bisulfit, Alkalisieren 
mit Soda, Extrahieren des zur Trockne Gedampften mit Alkohol. WeiBe 
Nadelchen. 28°, Ausbeute. 


CHJ,.S80,Na. Ber.: J 68,64, 5 8,64. 
Gef.: J 68,28, S 8,88. 


Dos. tox. 3,33 mg, Dos. tol. 2,5 mg/g Maus intrav. 


Monojod-methionsaures Natrium (V) erhielten wir durch Umsetzen 
von 45 g des Kaliumsalzes* in 100 cem warmem Wasser mit 85 ccm 30" iger 
Uberchlorsiure. Zusatz des dreifachen Volumens an Methanol, Filtrieren, 
Einengen im Vakuum, noch zweimaliges Behandeln mit je 100 ccm 
Methanol und 3 cem Uberchlorséure, Einengen, Neutralisieren mit Natron- 
lauge, Ausfallen des farblosen Salzes mit viel Methanol. Ausbeute: 90°, 
der Theorie. Aus 70°,igem Methanol weiBe Nadeln. 


CHJ(SO,Na),.2H,O. Ber.: J 33,24, Na 12,04. 
Gef.: J 32,96, Na 12,33. 
Dos. tox. 10 mg, Dos. tol. 8,33 mg/g Maus. 


1 Der Einflu8 der anderen Elemente mit niedrigerer Ordnungszahl ist 
in den vorliegenden Fallen relativ gering. 

2 Modifiziert nach H. J. Backer, Rec. 45, 833, 1926. 

3 Nach Stillich, J. f. prakt. Chem. 78, 541, 1906. 

4». Pechmann u. Manck, Ber. 28, 2378, 1895. 
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Monojod-athyl-schwefelsaures Natrium (V1), 3, 5-dijod-4-pyridon-N- 
essigsaures Natrium (VII), 3, 5-dijod-chelidamsaures Natrium (VIII), sind 
Produkte der Firma Schering-Kahlbaum. 


Dibrommethan-sulfosaures Natriwum (IX) wurde nach Backer! dar- 
gestellt. Dos. tox. 7,14, Dos. tol. 6,25 mg/g Maus intrav. 


Monobrommethan-sulfosaures Natrium (X): 24g Methylenbromid, 
34 g Natriumsulfit, etwas Kupferpulver, 10 ccm Wasser, 3 ccm Methanol, 
50 Stunden im Bombenrohr (180°) gaben abfiltriert, im Vakuum zur Trockne 
gedampft und mit Athanol extrahiert glinzende Blittchen. Ausbeute: 
14g = 60%. 

CH,Br.SO,Na.1*/,H,O. Ber.: Na 11,67, Br 38,82. 
Gef.: Na 11,86, Br 38,53. 
Dos. tox. 8,33 mg, Dos. tol. 7,14 mg/g Maus intrav. 


Wir stellten ferner noch folgende Verbindungen dar, die sich zwar aus 
verschiedenen Griinden (zu geringe Léslichkeit oder toxische Neben- 
erscheiningen im Tierversuch) als ungeeignet zur Priifung erwiesen, die 
aber dennoch in Zukunft sich noch als irgendwie niitzlich erweisen kénnten. 
Die Darstellung wird deshalb in aller Kiirze beschrieben. 

Monobrom-monojod-methan-sulfosaures Natrium, CH BrJ .SO,Na, durch 
Umsetzen des Bariumsalzes* mit Soda, aus 50 °,,igem Athanol gelblich-weiBe 
Blattchen. Ausbeute: 50°). 

Ber.: Na 7,12, 8 9,90, Br 24,76. 
Gef.: Na 6,84, S 9,50, Br 24,65. 
Dos. tox. 6,25 mg, Dos. tol. 5 mg/g Maus. 


Monobrom-methionsaures Natrium, CH Br(SO,Na) . aus 50g Kalium- 
salz* in 75cem heiBem Wasser mit 110 ccm 30° iger Uberchlorsaure, 
Zusatz der dreifachen Menge Alkohol, Filtrieren, Einengen im Vakuum, 
Aufnehmen mit 100cem Alkohol und 3ccm Uberchlorséure, Filtrieren, 
Einengen, Entfarben mit ierkohle, Neutralisieren mit Natronlauge, Fallen 
mit Methanol. Aus 80° .igem Athanol farblose Nadeln. Ausbeute: 36 g. 


CHBr(SO,Na),. Ber.: Na 15,38, Br 26,75, S 21,40. 
Gef.: Na 15,11, Br 26,80, § 21,29. 
Dos. tol. 6,25 mg/g Maus. 
Dijod-methionsaures Natrium. 70g des Kaliumsalzes* in 200 ccm 


heiBem Wasser wurden mit 100 ccm 30 °,iger Uberchlorséure versetzt und 
ahnlich wie beim Monobrom-methionat aufgearbeitet. 


CJ,(SO,Na),.H,O. Ber.: Na 9,39, J 51,83. 
Gef.: Na 9,71, J 51,42. 
Dos. tox. 5 mg/g Maus. 
Jodmethan-sulfochlorid, CH,J .SO,Cl, dargestellt durch vierstiindiges 
Digerieren von 30g jodmethan-sulfosaurem Natrium, 30g PCl;, 75 ccm 


1 Rec. 45, 832. 

2 Backer, Rec. 45, 836, 1926. 

3 Derselbe, Rec. 48, 619, 1929. 

4 ». Pechmann u. Manck, Ber. 28, 2379, 1895. 
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CHCl, auf dem Wasserbad, AusgieBen auf Eis, Ausithern. Das Sulfo- 
chlorid destilliert bei 105 bis 110° unter 12mm Druck. WeiBe Kristalle, 
Schmelzpunkt 26°, Ausbeute: 94°, der Theorie. 
CH,0,C1JS8. Ber.: Cl 14,75, 8 1 

Gef.: Cl 14,73, S 1 


0, J 52,8: 
9, J 52,72. 


3,3 
3, 


bo bo 


Jodmethan-suljonsdure-amid, CH,J .SO,NH,. Durch Eintropfen von 
5g des Sulfochlorids in 10cem konz. Ammoniaklésung unter Kihlen 
erhielten wir weiBe Kristalle. Aus Wasser Blattchen vom Schmelzpunkt 
186°, Aubseute: 80°, der Theorie. 

CH,O,NJS. Ber.: N 6,33, 8 14,48, J 57,4 
Gef.: N 6,53, S 14,22, J 57,48. 


Bei der Darstellung der Praiparate unterstiitzten uns in vortrefflicher 
Weise Dr. A. Borchert, Dr. C. Hartung und Dr. G. Krause. 
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Untersuchungen iiber die Bedeutung der Struktur der Antigene 
fiir die Entstehung und fiir die Spezifitit der Antikirper. 


Von 


Il. Erlenmeyer und E. Berger’. 


(Aus der Anstalt fiir anorganische Chemie und dem Hygienischen Institut 
der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 30. Mai 1932.) 


Nachdem Obermayer und Pick? festgestellt hatten, daB durch 
chemische Eingriffe die Spezifitat eines Serumantigens derart abgeindert 
werden kann, daB der mit einem solchen verainderten Serum als Antigen 
erzeugte Antikérper nicht mehr mit dem urspriinglichen, wohl aber 
mit dem ,,synthetischen** Serum reagiert, haben Landsteiner und seine 
Mitarbeiter zahlreiche synthetische Antigene hergestellt durch die 
Kondensation bekannter chemischer Stoffe mit EiweiB. Durch diese 
Arbeiten® konnte zum ersten Male der Grad der Spezifitat dieser grund- 
legenden Reaktion der Immunologie einer experimentellen Priifung 
unterworfen werden. Die Spezifitat erwies sich als auBerordentlich 
und steht in keiner Weise der gut untersuchten Spezifitat der Enzyme 
gegeniiber chemisch definierten Substraten nach. Landsteiner* konnte 
zeigen, daB z. B. die Antikérper gegen d- und 1-Phenyl-p-aminobenzoy]- 


‘ aminoessigsdure, sowie gegen d,l- und meso-Weinsiure enthaltende 


Antigene verschieden sind. Die Zahl der Antikérper, die ein Organismus 
produzieren kann, mu8 als unbegrenzt angesehen werden, da man auf 
Grund des umfassenden experimentellen Materials von Landsteiner 
sagen kann, daB eine auBerordentlich groBe Zahl chemischer Ver- 
bindungen, in geeigneter Weise zu einem Antigen erginzt, imstande 
ist, einen spezifischen Antikérper hervorzurufen. 


? Die Versuche wurden mi Unterstiitzung der Rockefeller Foundation 
ausgefiihrt, der auch an dieser Stelle bestens gedankt sei. 

2 Siehe bei E. P. Pick, Handb. d. pathogenen Mikroorganismen 1, 
685, 1912. 

3 K. Landsteiner u. H. Lampl, diese Zeitschr. 86, 343, 1918. 

4 K. Landsteiner u. J. van der Scheer, J. of exp. Med. 50, 407, 1929; 
siehe auch Naturw. 18, 653, 1930. 
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Um dieses erstaunliche, in seiner stofflichen Mannigfaltigkeit 
unbegrenzte Vermégen der spezifischen Antikérperproduktion des 
Organismus begreiflich zu machen, haben sich zwei Vorstellungen 
angeboten, die mehrfach in der Literatur erértert worden sind. Man 
glaubte, diese Variabilitat erkliren zu kénnen durch die Annahme, 
daB der Organismus befahigt ist, fiir die Antikérperbildung das chemische 
Substrat des Antigens zu benutzen, um die strukturelle Eigenart des 
Antigens direkt stofflich in den Antikérper zu verarbeiten, d. h. eine 
Synthese des Antikérpers aus dem Material des Antigens durchzufiihren. 
Eine andere, dieser Auffassung widersprechende Hypothese leugnet 
jede stoffliche Beziehung zwischen Antigen und Antikérper und nimmt 
damit an, das Antigen wirke nur als spezifischer Reiz, der in einem 
stofflich andersartigen Material eine Fixierung als Antikérper erfahrt, 
was bedeuten wiirde, daB die ganze Mannigfaltigkeit chemischer Struk- 
turen in einem vollig anderen Medium eindeutig abgebildet werden 
kann!. 

Die Méglichkeit einer experimentellen Unterscheidung zwischen 
diesen beiden Vorstellungen boten nun die durch Kondensation ge- 
wonnenen synthetischen Antigene von Landsteiner, deren eine struktur- 
chemisch bekannte Komponente —- von Landsteiner Hapten genannt 
so zu wahlen war, daB ein analytischer Nachweis derselben im anti- 
kérperhaltigen Serum méglich war. #. Doerr hatte mit Friedli die ersten 
Versuche in dieser Richtung ausgefiihrt, die ihn zu der Erkenntnis 
brachten: ,,nicht der geringste Anhaltspunkt spricht dafiir, daB der 
Antikérper ein Verdauungsprodukt des Antigens sein kénnte, oder daB 
er iiberhaupt stofflich vom Antigen abstammt*. Wahrend wir in der 
Fortsetzungsdieser Verguche begriffen waren, erschien eine Mitteilung 
von M. Heidelberger und F. EF. Kendall?, welche das gleiche Problem 
mit einem roten, aus R-Saure und Benzidin gewonnenen Azofarbstoff: 


OH (2) HSO, (3) HSO, (6) CyyHy—N : N—CyHy—CyHy—N : N—OH 


als Indikator angingen und fanden, daB das gereinigte, nach ihrer 
Schatzung 138 bis 168 mg des spezifischen Antikérpers enthaltende 
Serum keine Farbung mehr zeigte, welches Resultat sie dahin formu- 
lieren, daB ,,ihre Ergebnisse die Auffassung stiitzen, daB das Antigen 
selbst am Aufbau des Antikérpers nicht teilnimmt’. Bei der auBer- 
ordentlichen Empfindlichkeit des Farbstoffcharakters einer solchen 


! Kin Beispiel fiir den Grad der Spezifitat, bis zu dem die Zuordnung 
in zwei verschiedenen Medien sich experimentell ausbilden laBt, kann man 
in den Untersuchungen von Willstdtter sehen iiber die spezifische Adsorption 
von Fermenten an synthetisch gewonnenen Hydrogelen; siehe z. B. PR. Will- 
statter u. E. Bamann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 151, 273, 1925. 

2 Science 72, 253, 1930. 
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Molekel, der wohl bei jeder Umwandlung der Molekel gefahrdet ist, 
scheinen fiir eine strenge Aussage iiber eine Frage nach einem stofflichen 
Zusammenhang zwischen Antigen und Antikérper Farbstoffe als 
Indikatoren nicht besonders geeignet. 


Wir dachten bei unseren Versuchen zuerst daran, die empfind- 
lichsten Methoden der analytischen Chemie, die radioaktiven Indi- 
katoren! zu Rate zu ziehen. Fiir biologische Fragen sind solche schon 
mehrfach mit Erfolg benutzt worden?. Fiir unsere Zwecke muBten 
wir anstreben, das als radioaktives Isotop zugingliche Element in eine 
metallorganische Verbindung zu bringen, die diazotierbar ist, und da- 
durch zwecks Herstellung eines Antigens mit EiweiB zur Kupplung 
gebracht werden kann. Von den in Betracht kommenden Elementen 
schien uns Wismut die gréBte Aussicht auf die Herstellung einer diazo- 
tierbaren metallorganischen Verbindung zu bieten. Die radioaktiven 
Isotope des Wismuts sind® RaC, RaE, ThC, AcC, von denen z. B. Ra 
in Mengen von 10~-!" g und weniger bestimmbar ist. Unsere Bemiihungen 4 
nahmen einmal ihren Ausgang von den von G. Charrier® aus Wismut- 
trichlorid und Aryldiazoniumchlorid hergestellten Verbindungen vom 
Typus Ar—N = N--BiCl,. Die entsprechenden Arsen- und Antimon- 
verbindungen lassen sich ohne groBe Schwierigkeit umlagern, wobei 
das Metall in direkter Bindung an den Kern angelagert wird, unter 
Bildung von Phenylarsin® bzw. von Phenylstibinséuren’. Analoge 
Versuche unter Variation verschiedener Faktoren gaben bei den 
Wismutverbindungen stets nur Zersetzungen der Molekel, ohne eine 
entsprechende Umlagerung. In einem anderen Arbeitsgang wurde iiber 
die mit Hilfe der Grignardschen Reaktion erhaltene Verbindung 


Bi (CyH5)3 > (CgHs5)3 BiCl, > (CgH,N Oy), BiCl, 


gewonnen, ohne daB darch Reduktion dieser Nitroverbindung sich eine 
stabile, diazotierbare wismutorganische Verbindung isolieren lieb. 
Verbindungen, die komplexgebundenes Wismut enthielten, zeigten eine 
zu geringe Bestandigkeit. 


1 Siehe Paneth u. Bothe, Radioelemente als Indikatoren, Handb. d. 
Arbeitsmethod. in d. anorgan. Chem. 2, 1027, 1925. 

2 J. A. Christiansen, G. v. Hevesy u. S. Lomholt, C. r. 178, 1324, 1924. 
G. v. Hevesy, Biochem. J. 17, 439, 1923; B. Behrens, Deutsch. Pharm. Ges. 
1924; K. Lark-Horowitz, Nature 128, 277, 1929. 

3 Gmelins Handb. d. anorg. Chem. 8. Aufl., 19, 203. 

* Herrn Dr. E. Schlager, der diese Versuche zur Darstellung einer 
geeigneten Wismutverbindung ausfiihrte, sei auch an dieser Stelle bestens 
gedankt. 

5 Atti R. Accad. Lincei (6) 5, 889, 1927. 

®° H. Bart, D. R.-P. Nr. 250264 u. a. 

7 H. Schmidt, Liebigs Ann. 421, 159, 1920. 
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Andere tastende Versuche, in Analogie zu bekannten Synthesen 
von Arsenverbindungen! eine diazotierbare Wismutverbindung her- 
zustellen, zeigten uns keinen Weg, so daB wir unter Verzicht auf Ver- 
wendung von radioaktiven Elementen als Indikatoren auf das in den 
ersten Versuchen von Doerr und Friedli benutzte Atoxyl zuriickgriffen. 
Die Diazoverbindung der p-Aminophenylarsinséure liBt sich gut mit 
EiweiB zu einem wirksamen Antigen vereinigen®. Der mit diesem An- 
tigen erzeugte Antikérper ist spezifisch gegen diazotiertes Atoxyl 
gerichtet. Unsere Aufgabe bestand darin, das den spezifischen Anti- 
kérper enthaltende Serum auf das Vorhandensein von Arsen zu priifen. 
Wie im experimentellen Teil® ausgefiihrt wird, benutzten wir hierfiir 
nach orientierenden Versuchen mit verschiedenen Methoden das von 
Billeter angegebene Mikroverfahren des Arsennachweises nach Marsh. 
Mit dieser Methode laBt sich der Nachweis quantitativ gestalten, und 
es kénnen bei einiger Ubung Arsenmengen von 10-*g =: 0,1 y sicher 
erfaBt werden. 

Auf Grund der im experimentellen Teil tabellarisch zusammen- 
gefaBten Ergebnisse stellen wir fest, daB ein Arsengehalt des Serums, 
das den spezifisch gegen diazotiertes Atoxyl gerichteten Antikérper ent- 
halt, nicht nachweisbar ist, daB also, der Empfindlichkeit entsprechend, 
sicher nur weniger als 0,1 y Arsen vorhanden sein kann. Wir glauben 
im Hinblick auf diese Befunde mit R. Voerr annehmen zu miissen, 
da8 der Antikérper nicht als ein stoffliches Umwandlungsprodukt des 
Antigens aufzufassen ist. 


Fiir die Frage nach der chemischen Natur des Antikérpers und fiir 
das Verstandnis seiner spezifischen Affinitaten zum Antigen schien es 
uns wichtig, in Erfahrung zu bringen, welche Merkmale einer bekannten, 
zum Aufbau eines Antigens benutzten chemischen Molekel es sind, 
die bei der Antikérperbildung als spezifisch unterschieden’ werden. 
Da nach den im vorstehenden beschriebenen Versuchen die stoffliche 
Zusammensetzung des Haptens aus bestimmten Elementen nicht ent- 
scheidend fiir die Spezifitat des gegen dieses Antigen gerichteten Anti- 
kérpers ist, scheint es durchaus méglich, daB zwei stofflich verschiedene 


1 Siehe G. W. Raiziss u. J. L. Garrow, Organic Arsenical Compounds. 
New York 1923. 

2 Landsteiner, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 26, 297. 

3 Uber Einzelheiten der serologischen Versuchsanordnung — siehe 
E. Berger u. H. Erlenmeyer, Zeitschr. f. Hyg. 118, 79, 1931. Anmerkung bet 
der Korrektur. Die Ergebnisse dieser Arbeit werden durch eine uns zur 
Zeit nur im Referat (Centralbl. f. Bakt. I. Ref. 106, 2, 1932) zugéngliche 
Veréffentlichung von Hooker u. Boyd in einer aéhnlichen Versuchsanord- 
nung bestiétigt. (Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 29, 298, 1931.) 
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. 


chemische Verbindungen, die dafiir aber in den fiir die Antikérper- 
bildung wichtigen Merkmalen tibereinstimmen, gleichartige Antikérper 
bilden, d. h. daB diese Stoffe sich serologisch nicht differenzieren 
lassen. 


Diese Fragestellung bedeutet zugleich die Méglichkeit, einen 
Beitrag zu liefern fiir die Erforschung der Beziehungen zwischen Struk- 
turen und Ejigenschaften chemischer Verbindungen. Fiir die Beant- 
wortung kénnen schon eine Reihe wichtiger experimenteller Beitrage 
aus den Untersuchungen von Landsteiner benutzt werden. Landsteiner 
hat mit einer groBen Reihe von chemischen Verbindungen Antigene 
aufgebaut und mit diesen die entsprechende Antikérperbildung ver- 
anlaBt. Bei seinen Versuchen konnte er des éfteren ein Ubergreifen 
beobachten, d.h. ein Antikérper reagierte mit mehreren Antigenen, 
wenn auch mit verschiedener Deutlichkeit. Jedoch lieB sich in fast 
allen Fallen eine Differenzierung erzielen auch dort, wo die Verwandt- 
schaft im chemischen Sinne sehr nahe war, wie bei Stellungsisomeren 
und cis-trans-Isomeren oder wie bei Spiegelbildisomeren, wo im che- 
mischen Verhalten der beiden Substanzen in einem symmetrischen 
Milieu keine Unterschiede festgestellt werden, wo also nur durch physi- 
kalische Messungen zu erfassende Eigenschaften den Unterschied 
kennzeichnen. Die einzigen Beispiele, wo es auch mit Hilfe einer rezi- 
proken Reaktion nicht méglich war, eine Differenzierung zu erreichen, 
fand Landsteiner in den Verbindungspaaren!: 

I. II. 
S0O3;H SO;H 
NH, \ NH, 


A. 
CH,’ ~ Cl Br NH, 

Bei unseren Untersuchungen wurden wir von der Arbeits- 
hypothese gefiihrt, daB wir in der ,,Feldwirkung™ einer chemischen 
Molekel ein charakteristisches Merkmal haben, deren Gleichheit bzw. 
Ahnlichkeit bei chemisch verschiedenen Molekeln nach mancherlei 
Erfahrungen der Grund fiir Ubereinstimmungen in bestimmten Figen- 
schaften ist, und deren Bedeutung auch fiir die serologische Reaktion 
zu priifen sich lohnte. Diese ,,Feldwirkung tritt in Erscheinung bei 
der Wirkung eines Atoms oder einer Molekel auf andere in die Nahe 
gebrachte Atome und ist im wesentlichen durch die Zahl und Anordnung 
der auBeren Elektronen jener Atome oder Molekel bedingt?. 


1 Diese Zeitschr. 86, 381, 1918. 
2 Siehe H.G.Grimm, Handb. d. Physik 24, 519, 1927. 
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Eine Reihe von chemischen Gruppen und Verbindungen, die stoff- 
lich sich aus verschiedenen Elementen zusammensetzen, die aber eine 
weitgehend gleiche Feldwirkung besitzen, sind z. B. in den Pseudo- 
atomen bekannt, von denen es einige Klassen gibt. Solche Pseudoatome 

am bekanntesten ist wohl die Ahnlichkeit des Radikals Ammonium 
mit den Alkalimetallen — kénnen sich in ihren Verbindungen z. B. 
isomorph im Kristallgitter vertreten, d. h. sie bilden dank ihrer ahnlichen 
Feldwirkung Mischkristalle, sie zeigen ahnliches Verhalten gegen lang- 
same Elektronen (Ramsauer-Effekt) und in anderen Eigenschaften. 
Besonders gut untersucht ist die Gruppe von Pseudoatomen, die H. G. 
Grimm! in einem Hydridverschiebungssatz zusammengefaBt hat: 








Cc mt Bu F Ne Na 
CH_ NH OH FH 
= 
CH, NH, OH, 

CH IH; OHg 
CHa § NH, 











Die untereinander stehenden chemischen Gruppen zeigen eine aufer- 
ordentliche Ahnlichkeit in der Feldwirkung, die sich auch z. B. in Ver- 
bindungen zeigt, die sich nur in diesen Gruppen unterscheiden. So 
erhalt man z. B. Mischkristalle? von 
\C,H,—N N CoH; 
\C,H,—C H——C HC, H, 
{Cg H,—O CH, —C,H, 
\C.H,—CH, —CH, —C,H, 
|H,C —C,H,—C, H,—C Hy 
| Cl—C,H,—C,H,—Cl 
C,H,OC,H, und C,H,CH,C,H, sind als Ather und Kohlenwasser- 
stoff chemisch sehr verschieden, zeigen aber eine iiberraschend ahnliche 
Feldwirkung, da in diesen beiden Stoffen als Lésungsmittel die 
Reaktion 


(Cy H;—O-—— CH, —C, H, 
\Cg Hj—NH —C Hy—C, H, 
{Cy H,—N H —N H —(, H, 
\C, Hy —C Hy —C Hy— Cg H, 


N (C,H;)3 + C.H;J = N(C,Hs5)4d 


die gleiche Reaktionsgeschwindigkeit und die gleiche Aktivierungs- 
energie besitzt. 

Um zu priifen, ob wie vermutet die Feldwirkung einen entschei- 
denden EinfluB auf die Antikérperbildung besitzt, ob also diese Pseudo- 
atome bzw. mit ihnen aufgebaute Molekel auch im serologischen Ex- 


1 lic. u. Naturw. 17, 535, 557, 1929. 
2 H.G. Grimm, M. Giinther u. H. Tittus, Zeitschr. f. physik. Chem. (B) 
14, 169, 1931. 
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periment eine Ahnlichkeit im Verhalten bekunden, stellten wir uns die 
Reihe von Verbindungen her: 


oe 
N- 


Hy N 0 
H,N SNH 
"i ie 


Diese unterscheiden sich nur in den Gruppen —O-—-, —NH—., 
—CH,--, die nach Grimm als Pseudoatome mit ahniicher Feldwirkung 
zu gelten haben und die, wie man noch weiter prazisieren kann, in der 
Anzahl und in der Anordnung der auBeren Elektronen iibereinstimmen 
(isostere Verbindungen). 

Die drei, sich in diesen Gruppen unterscheidenden p-Amino- 
diphenyl-Verbindungen lassen sich diazotieren und kénnen daher 
durch Kuppelung mit Eiwei8 zu einem wirksamen Antigen nach der 
Landsteiner schen Methode erginzt werden. Die Ausfiihrung der Diazo- 
tierung und die Kuppelung bereitet keine Schwierigkeiten, nur muf 
beim p-Aminodiphenylamin zu starke Alkalitét bei der Kuppelung 
vermieden werden, was mit der Verwendung von Natriumacetat ohne 
weiteres erreicht wird. Mit den erhaltenen Antigenen wurden Kaninchen 
immunisiert. Mit allen drei Praparaten lieBen sich spezifische Antikérper 
erzeugen. Wie die Protokolle im experimentellen Teil ausfiihrlich 
dartun, zeigen die durch diazotierten p-Aminodiphenylather +- Protein, 
diazotiertes p-Aminodiphenylamin +- Protein und diazotiertes p-Amino- 
diphenylmethan + Protein hervorgerufenen Antikérper neben der zu 
erwartenden Reaktion gegen das erzeugende Antigen eine praktisch 

ebenso starke Reaktion mit den beiden anderen Antigenen, die sich 
in einem Pseudoatom von diesem unterscheiden, wobei aber bemerkt 
‘werden soll, daB laut Tabelle die Spezifitat des Antiserums gegen das 
diazotierte p-Aminodiphenylamin keine rein chemospezifische war, 
da sich in dem Antiserum auch Prazipitine gegen normales Pferde- 
eiweiB fanden. Letzteres gilt aber nicht fiir die beiden mit den zwei 
anderen isosteren Verbindungen hergestellten Antiseren; beriicksichtigt 
man ferner, daB, wie wir uns in einem besonderen Versuch iiberzeugten, 
das aus dem p-Aminodiphenylamin gewonnene Antigen nicht mit 
einem gegen normales PferdeeiweiB gerichteten Antiserum, wohl aber 
laut Tabelle mit den beiden Antiseren gegen die isosteren Verbindungen 
reagierte, so erscheint die Annahme berechtigt, daB die drei in ihrer 
Feldwirkung gleichen bzw. ahnlichen Stoffe 


NH, C,H,OC,H; 
NH,C,H,NHC,H; 
NH, C,H, CH.C,Hs 
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von dem Organismus im Prinzip als gleich empfunden werden, was 
fiir die Brauchbarkeit unserer Arbeitshypothese spricht. Mit dieser 
Hypothese im Einklang stehen auBerdem die Landsteinerschen Bei- 
spiele! von der Nichtdifferenzierbarkeit bei den Verbindungspaaren 


I. II. 
SO,H SO; H NH, Br 
/ ‘NH, NH, SO. H $0, H 
CH, | Cl oF 
Z Br NH, 


Im Falle I unterscheiden sich die Verbindungen in CH, und Cl. DaB die 
Feldwirkung der beiden Substituenten die gleiche ist, erscheint verstand- 
lich, da CH, nach dem Grimm schen Hydridverschiebungssatz als Pseudo- 
halogen aufgefaBt werden kann, eine Tatsache, auf die P. Groth? schon 
auf Grund kristallographischer Befunde hingewiesen hat mit den Worten: 
,mehrfach stimmen Chlorderivate hochmolekularer Verbindungen mit 
den entsprechenden Methylderivaten in ihren  kristallographischen 
Verhaltnissen fast véllig iiberein‘**. Fiir das Verbindungspaar I gelten 
ahnliche Uberlegungen, —NH, darf gleichfalls als Pseudohalogen 
gelten, so daB die beiden Verbindungen durch die Gleichwertigkeit 
von NH, und Br keinen wesentlichen Unterschied aufweisen: 


y Hal Hal 
'$0,H JSOsH, 
fru F’ : 
Hal y Hal 


wodurch also die Ahnlichkeit der Feldwirkung verstandlich ist. 
AuBerdem lait sich noch ein anderer in der immunologischen 
Literatur zitierter Fall an unsere Vorstellungen ankniipfen. Landsteiner 





1 Diese Beispiele sind aus der Tabelle I, 8S. 386, der Arbeit von Karl 
Landsteiner und H. Lampl entnommen. Im Text dieser Arbeit S. 381 steht 
als Druckfehler p-Chlor-o-aminobenzoesiure anstatt p-Chlor-o-amino- 
benzolsulfosaure. Bei der Aufzihlung der benutzten Praparate 8. 357 steht 
irrtiimlich fiir die Formel der p-Chlor-o-aminobenzolsulfoséure die Formel 
der entsprechenden p-Toluidinsulfosiure; aus der Angabe der Literatur 
(Liebigs Ann. 265, 93), nach der das Priiparat gewonnen wurde, geht aber 
einwandfrei hervor, daB es sich um die 5-Chlor-2-amino-benzolsulfosaure (1) 
handelt. 

2 P.Groth, Elemente der physikalischen und chemischen Kristallo- 
graphie 1921, 8. 279. 

3 Landsteiner formuliert seine entsprechende Beobachtung |. c. 8. 385: 
,.Der Eintritt von Chlor in den aromatischen Kern ergab zwei Substanzen: 
4-Chlor-3-aminobenzoesaure, p-Chlor-o-aminobenzolsulfoséure, die sich be- 
merkenswerterweise ganz ahnlich verhielten, wie die an gleicher Stelle 
methylierten Praparate.* 
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und Heidelberger! beobachteten, daB von einer ganzen Serie von kristalli- 
sierenden Hamoglobinen verschiedener Tiere nur die isomorph kristalli- 
sierenden und in ihrem EinfluB auf die Léslichkeit gleichwirkenden 
Hamoglobine von Pferd und Esel sich durch Immunititsreaktionen 
schwierig unterscheiden lassen. 


Um unsere Ergebnisse zu erharten, haben wir noch eine in der 
chemischen Struktur ahnliche Verbindung vom _ p-Aminodiphenyl- 
typus hergestellt, das p-Aminodiphenylketon, N H,.C,H,.CO.C,Hs, in 
dem die die Benzolkerne verkniipfende CO-Gruppe keine Ahnlichkeit 
in der Feldwirkung mit den Gruppen —O—, —NH—, —CH,—- voraus- 
sehen laBt, da keine isosteren Beziehungen vorliegen. Auch von dieser 
Verbindung wurde durch Diazotieren und Kuppeln mit Pferdeserum 
ein Antigen erhalten, welches wir mit den drei gegen die isosteren 
Verbindungen gerichteten Antiseren auswerteten. Dabei lieB das 
Antigen zu dem Antiserum gegen die Substanz p-Aminodiphenylmethan 
keinerlei immunologische Beziehungen und zu dem Antiserum gegen 
die Substanz p-Aminodiphenylaither nur eine schwache serologische 
Verwandtschaft erkennen. Anders verhielt sich das Antiserum gegen 
die Substanz p-Aminodiphenylamin, welches auch noch mit starkeren 
Verdiinnungen des Antigens eine Prazipitation gab; letzterer Versuchs- 
ausfall vermag jedoch nicht die Richtigkeit der von uns aufgestellten 
Hypothese in Frage stellen, einmal angesichts der fehlenden oder 
schwachen Reaktion des Antigens mit den beiden anderen Antiseren, 
dann aber auch deswegen, weil die Spezifitat des Antiserums gegen die 
Substanz p-Amidodiphenylamin keine so ausgepragte wie die der 
beiden anderen Antiseren war, worauf die Tatsache hinweist, daB einzig 
das Antiserum gegen p-Amidodiphenylamin Antikérper gegen nor- 
males PferdeeiweiB enthielt. 


Experimenteller Teil. 


I. Mikrochemische Untersuchung von Seren, die spezifisch gegen diazotiertes 


Atoxyl gerichtete Antikérper enthalten, auf Arsen. 


Die zu wahlende Mikromethode fiir die Arsenbestimmung sollte 
nicht nur einen qualitativen Nachweis erlauben, sondern, wenn mdglich, 
zugleich Anhaltspunkte fiir eine quantitative Schatzung der Arsen- 
mengen geben. Aus der groBben Reihe der in der Literatur vorgeschlagenen 
Verfahren priiften wir in orientierenden Versuchen auf Eignung fiir 
unsere Zwecke die Methoden von 


1 J. Gen. Physiol. 6, 131, 1923; siehe auch H.G. Wells, Die chemischen 
Anschauungen iiber Immunitatsvorginge 1927, §. 58. 
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1. H. Kleinmann und F. Pangritz', eine nephelometrische Arsen- 
bestimmung mit dem Triibungsreagens Kaliummolybdat, Kokain- 
Salzsaure. 

2. A. Poljakow und N. Kolokolow*, kolorimetrische Bestimmung 
des Arsens mit einem (NH,),.MoO,—SnCl,-Gemisch (s. a. F. Feigl 
und F. Neuber*). 


3. O. Billeter 4, Mikromethode der Marshschen Versuchsanordnung. 


Auf Grund der Erfahrung entschlossen wir uns fiir Methode 3, in der 
das Arsen in Substanz eindeutig als Arsenspiegel abgeschieden wird, wo 
die GréBe des Spiegels eine geniigende Grundlage fiir eine quantitative 
Schaitzung bot, und bei der sicher reproduzierbare Werte zu erhalten sind. 
Besondere Sorgfalt mu8 bei der Herstellung der arsenfreien Reagenzien 
angewendet werden. Die Saéuren, rauchende Salpetersiure und konz. 
Schwefelsaure wurden mehrfach destilliert und konnten nur in Porzellan- 
gefaBen langere Zeit arsenfrei gehalten werden. Kaliumchlorid und Kalium- 
bromid lieBen sich aus den reinsten Kah/baumschen Priparaten durch 
Umkristallisieren aus Wasser arsenfrei gewinnen. Am meisten Schwierig- 
keit bereitet, wie schon O. Billeter bemerkt, die einwandfreie Herstellung 
eines neutralen Calciumchlorids. Des weiteren fanden wir, daB die Her- 
stellung von Zink fiir die Wasserstoffentwicklung im Marshschen Apparat 
besondere Sorgfalt verlangt. Das elektrolytisch aus einer Zinksulfatlésung 
auf einer Zinkkathode abgeschiedene Zink laBt sich nur wenige Tage arsen- 
frei halten. weswegen wir es stets kurz vor den Versuchen herstellten. Bei 
der Aufarbeitung der zu untersuchenden Seren gingen wir so vor, daB wir 
die Veraschung in einem Kyjeldahl-Kolben mit arsenfreier, rauchender 
Salpeterséure vornahmen. Nach dem Erkalten Zusatz von 20 bis 25 cem 
konz. H,SO,, geringe auBere Warmezufuhr bei dauerndem UberschuS 
von rauchender Salpetersiure. Hat der Kolbeninhalt eine hellgelbe Farbe 
angenommen, so wird die Salpetersiurezufuhr abgestellt und der Kolben 
auf voller Flamme '/, Stunde erhitzt. Die Farblosigkeit der Lésung muB 
hierbei erhalten bleiben. Die Destillation wird in der von Billeter angegebenen 
Apparatur vorgenommen. Im Destillationskolben befinden sich 2g KCl 
und 0,2g¢ KBr. Die Vorlage enthalt konz. HNO,. Durch die Apparatur 
wird nach beegdeter Destillation ein gereinigter Luftstrom gesogen, der 
Inhalt der Vorlage in einem Porzellanschalchen auf dem Wasserbad erwarmt 
bis zur vélligen Vertreibung der Salpetersdure, der Riickstand mit Wasser 
aufgenommen und wiederum eingedampft, nach nochmaligem Aufnehmen 
mit Wasser wird bis auf 1 cem eingeengt und die Lésung mit wenig ver- 
diinnter Schwefelsiure angesiéuert, in den Billeter-Marshschen Apparat 
eingefiihrt. In der weiteren Ausfiihrung der Versuche hielten wir uns an 
die Vorschriften von Billeter. Als VorsichtsmaBregel priiften wir vor jedem 
der eigentlichen Versuche 1. in einem Blindversuch die Reagenzien auf 
Reinheit und 2. die Versuchsanordnung auf ihre Empfindlichkeit mit Hilfe 
einer Standardarsenlésung (10-§g As in lcem), da sich geringe Ver- 


1 Diese Zeitschr. 185, 14, 44, 1927. 

2 Ebendaselbst 213, 375, 1929. 

3 Zeitschr. f. analyt. Chem. 62, 369. 

4 Helv. chim. acta 1, 475, 1918; 6, 258, 1923; O. Billeter u. 
E. Marfint, ebendaselbst 6, 771, 1923. 
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anderungen z. B. am benutzten Calciumchlorid dadurch bemerkbar machen, 
daB die Bildung des Arsenspiegels unterbleibt. Um ganz sicher zu gehen, 
unternahmen wir dieselbe Empfindlichkeitspriifung noch nach jedem der 
eigentlichen Versuche. 

Fiir die Herstellung eines Immunserums wurde Atoxyl nach den An- 
gaben von P. Ehrlich und A. Bertheim' diazotiert und die resultierende 
Lésung mit Pferdeserum nach der Methode von Landsteiner gekuppelt. 

20cem des Antigens enthielten eine Arsenmenge, die 2,4cem n/10 
Na, S8,0,-Lésung entsprach, d.i. 0,00899 g As 2. 

Das Ergebnis der Immunisierung an drei Kaninchen ist mit den 
Resultaten der Arsenbestimmung im antikérperhaltigen Serum in Tabelle | 
zusammengefaBt. 


Tabelle I. 





| 


= = = 2 €¢ € € & € ) As 
xr || Ge meas) S's) 43/18/84) & | & | Gehat 
AT.) wicht —_2U- = = = = elei2ie|es des 
gefiihrt 4 x 4 zx = x = = Immun- 
g ” - ” ~  serums 
E,. 1870 36 +++ 444 :644+°44+ 4+ ° 4 4 4 " 0 
E; 1860 72 6+4+4+ 444 44+ 44+ 4 + 4+ 4/54 ~46 0 
Es 2150 10,8 oe toe+ ++ ++ > ~ = 0 “ Spur* 


* In einem Reagentienkontrollversuch anschliefend zeigte sich die konz. H N O3 nicht 
ganz As-frei. 


I]. Darstellung von Antigenen, die als Haptene isostere Verbindungen enthalten. 
1. Darstellung von p-Aminodiphenylather. 


8.6g¢ p-Bromanilin wurden nach der Vorschrift von U/lmann und 
Sponagel® zu einer aus 3,5 g Kaliumhydroxyd und 20 g Phenol gewonnenen 
Schmelze unter Zusatz von 0,1 g Kupferpulver gegeben, und das Ganze 
wahrend 3 Stunden in einer Wasserstoffatmosphare auf 180° erhitzt. Das 
Reaktionsprodukt wurde ausgeathert und mit Natronlauge gereinigt. Beim 
Abdestillieren des Athers hinterblieb ein erstarrender Riickstand, der nach 
dem Trocknen mit heiBem Wasser ausgezogen wurde; die aus der erkalteten. 
wasserigen Lésung sich abscheidenden Kristalle wurden zur weiteren 
Reinigung aus einem Gemisch von Ligroin und Petrolather umkristallisiert . 
Das gerein'gte Produkt zeigte den fiir p-Aminodiphenylather angegebenen 
Schmelzpunkt von 83,5°. 


2. Darstellung von p-Aminodiphenylamin. 
p } ; 


Wir konnten ausgehen von einem technischen Produkt von p-Aminodi- 
phenylamin, das in das salzsaure Salz verwandelt, mehrere Male aus Wasser 
umkristallisiert wurde. Die mit Ammoniak zuriickgewonnene freie Base 
wurde aus verdiinntem Alkohol dreimal umkristallisiert und die hierbei 
gewonnenen noch schwach gefarbten Kristalle einer letzten Kristallisation 
aus Petrolather unterworfen. Das sich in schénen Kristallen ausscheidende 
Produkt zeigte den verlangten Schmelzpunkt von 75° ¢. 





1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 3292, 1907. 

? Bestimmung nach Morgan, Organic compounds of arsenic and anti- 
mony, London 1918. 

3 Liebigs Ann. 350, 105, 1906. 

* Siehe Beilstein, Handb. d. organ. Chem. 4. Aufl., 13, 97. 
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3. Darstellung von p-Aminodiphenylmethan. 


Das p-Aminodiphenylmethan wurde in drei Stufen gewonnen. Aus- 
gehend von Benzylchlorid wurde nach den Angaben von Alway! durch 
Nitrieren p-Nitrobenzylchlorid hergestellt, das aus Alkohol umkristallisiert 
bei 71° schmolz. p-Nitrobenzylchlorid wurde mit Benzol in Gegenwart 
von Aluminiumchlorid nach der Vorschrift von Staedel? kondensiert. Das 
nach einigen Tagen zu Kristallen erstarrende Reaktionsprodukt gab aus 
Alkohol p-Nitrodiphenylmethan vom Schmelzpunkt 31°. Die Reduktion 
zu p-Aminodiphenylmethan wurde mit Zinn in salzsaurer Lésung vor- 
genommen nach den Angaben von Basler*. Nach zehnstiindiger Behandlung 
schied sich aus der erkaltenden Lésung in Blattchen ein Zinndoppelsalz 
aus, aus dem Natriumhydroxyd im Uberschu8 den Kohlenwasserstoff in 
Freiheit setzt, der mit Ather ausgezogen wurde: durch wiederholtes Aus- 
ziehen mit Ligroin konnte aus dem Atherriickstand der reine Kohlen- 
wasserstoff vom Schmelzpunkt 35° erhalten werden. 


4. Diazotierung der Verbindungen und Kuppelung mit Serum. 


Die Diazotierung von p-Aminodiphenylither und p-Aminodiphenyl- 
methan wurde in salzsaurer Lésung vorgenommen. Die diazotierten 
Lésungen kuppelten mit f-Naphthol in schwach alkalischer Lésung, wie 
wir uns in Vergleichsversuchen iiberzeugten, normal. Zur Diazotierung 
gelangten 0,5 g p-Aminodiphenylither bzw. p-Aminodiphenylmethan. Die 
diazotierten Lésungen wurden zu je 40 cem Pferdeserum, mit 10 cem 10°, ig. 
Na,C O,-Lésung verdiimnt. gegeben und das Kuppelungsprodukt nach den 
Vorschriften von Lanisteiner gereinigt. Die fiir die Immuinisierung ver- 
fertigten Lésungen hatten einen NaCl-Gehalt von 1°,. 

Die Diazotierung von p-Aminodiphenylamin fiihrten wir in schwefel- 
saurer Lésung‘ aus. Fiir die Kuppelung ist eine durch NaOH oder Na,CO, 
erzeugte Alkalitaét zu stark, wie wir uns in Versuchen mit /-Naphthol 
iiberzeugten. Jedoch gelingt die Kuppelung ohne Zersetzung in Gegenwart 
von Natriumacetat. Auch hier gingen wir von 0,5 g¢ p-Aminodiphenylamin 
aus, die diazotiert mit 40 cem Serum in Gegenwart von Natriumacetat zur 
Reaktion gebracht wurden. 


III. Zur Immunisierungstechnik. 


Uber die Mengen der intravenés einverleibten Antigenlésungen sowie 
iiber die Zahl der ausgefiihrten Injektionen gibt das nachstehende Schema 
AufschluB, welches. von geringfiigigen. die Injektionsmenge betreffenden 
Abweichungen abgesehen, fiir alle nach If. hergestellten Praparate gilt. 





at. Xi. 2. XII. 7. XI. 14, XII. 23. XI 


2 ecm 3 ecm 4 ccm 1 com Entblutung 


1 Amer. Soc. 24, 1062; siehe auch Strakosch, Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges. 6, 1056. 

2 Liebigs Ann. 283, 160. 

3 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 16, 2718. 

4 Ikuta, Liebigs Ann. 243, 281, 1887. 
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Zur Ausfiihrung der Prazipitinreaktion. 


Wir bedienten uns der Ringprobe, die wir in der Weise anstellten, 
daB wir etwa | cem der Antigendilution mit etwa 0,15 cem des unverdiinnten 
Antiserums unterschichteten. Die Ablesung des Versuchs erfolgte nach 
einstiindigem Aufenthalt der Eprouvetten bei Zimmertemperatur (18 bis 
19°C); das Resultat der Auswertung ist in der nebenstehenden Tabelle 
enthalten, in welcher die Zahl der Pluszeichen die Starke der eingetretenen 
Prazipitation angibt. 


IV. Kontrollversuch mit p-Aminodiphenylketon und den Antiseren gegen dic 
drei untereinander isosteren Verbindungen: 


NH,C,H,OC,H; 
NH,C,H,NH(,H, 
NH, C,H, CH2 C,H; 


Darstellung von p-Aminodiphenylketon. 


Nach Chattavay! wurde 4-Benzaminobenzophenon neben 2-Benzamino- 
benzophenon gewonnen; die durch Wasserdampfdestillation getrennten 
Produkte wurden durch Verkochen mit Salzséure gespalten und auf diese 
Weise 4-Aminobenzophenon vom Schmelzpunkt 124° erhalten. Zur Diazo- 
tierung wurden 0,25 g Substanz benutzt, die mit 20cem Pferdeserum in 
Gegenwart von 5cem 10°,ig. Sodalésung gekuppelt wurden. 


Beziiglich der Technik und Ablesung der Prdazipitinreaktion kiénnen 
wir auf das bei II]. Gesagte verweisen. 
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Zusammenfassung. 


1. Mit diazotiertem Atoxyl (an Pferdeserum gekuppelt) werden 
spezifisch gegen dieses Antigen gerichtete Antiseren erhalten. Die 
mikrochemische Untersuchung mit Hilfe der Billeter-Marshschen 
Versuchsanordnung ergab keinerlei Hinweis fiir das Vorhandensein 
von Arsen in diesen spezifischen Immunseren. Dieser Befund kann als 


1 Soe. 85. 394. 
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eine Bestétigung des von R. Doerr auf Grund friiherer Versuche ge- 
zogenen Schlusses angesehen werden: ,,nicht der geringste Anhalts- 
punkt spricht dafiir, daB der Antikérper ein Verdauungsprodukt des 
Antigens sein kénnte, oder daB er iiberhaupt stofflich vom Antigen 
abstammt*. 

2. Es wird die Bedeutung der ,,Feldwirkung™ einer chemischen 
Molekel fiir die Spezifitat der serologischen Reaktion gepriift. Aus den 
drei Verbindungen mit gleicher Feldwirkung (isostere Verbindungen): 
p-Aminodiphenylather, p-Aminodiphenylamin, p-Aminodiphenylmethan 
werden durch Diazotieren und Vereinigen mit Serum drei Antigene 
gewonnen. Die mit diesen Antigenen erzeugten drei Antiseren zeigten 
nahezu gleichstarke Reaktionen mit allen drei Antigenen, d. h. es gelingt 
nicht, diese drei Stoffe mit Hilfe einer serologischen Reaktion zu differen- 
21eren. 

3. Durch Versuche, bei denen eine ahnliche, aber nichtisostere 
Verbindung, das p-Aminodiphenylketon mit den Immunseren der 
drei isosteren Substanzen ausgewertet wurde, konnten die unter II. 
angefiihrten Befunde weiter erhartet werden. Andere in der ein- 
schlagigen Literatur niedergelegte Daten iiber die mangelnde Differenzier- 
barkeit chemospezifischer Antigene lassen gleichfalls die Bedeutung 
der Feldwirkung tiir die Spezifitdt der serologischen Reaktionen erkennen. 











Neue Beitrige zur Frage der Eiweibdenaturierung. 


Ill. Mitteilung: 


Adsorption und Elution von Serumeiwei’kérpern mit besonderer Beriick- 
sichtigung der Reversibilitit der Proteinveriinderungen'. 


Von 
Mona Spiegel-Adolf. 


(Aus dem Department of Colloidchemistry, D. J. McCarthy Foundation, 
Temple University, Medical School, Philadelphia, Pa. USA.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1932.) 


Bei Versuchen, auf physikalisch-chemischem Wege Vorstellungen 
iiber das Wesen der EiweiBdenaturierung zu gewinnen, haben sich 
zunachst zwei Arbeitsrichtungen als heuristisch wertvoll erwiesen. 
Einerseits wurde durch Vergleich der Ergebnisse verschiedener physi- 
kalischer Eingriffe auf Proteine zunachst eine gewisse Mannigfaltigkeit 
der Denaturierungsformen wahrscheinlich gemacht?. Andererseits 
konnte gezeigt werden, daB gewisse Verinderungen einzelner Eiweif- 
kérper (z. B. Hitzeveranderungen des Seralbumins*) reversibler Natur 
sind, wodurch die Frage nach der Reversibilitat der EiweiBveranderungen 
als neuer, bjologisch bedeutungsvoller Gesichtspunkt in den Kreis 
dieser Betrachtungen herangezogen wurde. Dementsprechend soll 
im folgenden iiber Erfahrungen, eine weitere Form der Eiweifdena- 
turierung und deren Reversibilitat betreffend, berichtet werden. Der 
Denaturierung von EiweiBkérpern bei Adsorption dirfte insofern 
ein gewisses Interesse zukommen, als bei derselben die Einwirkung 
rein chemischer Momente weitgehend ausgeschlossen werden kann, so daB 
diese Art der Veranderungen fiir eine theoretische Untersuchung der 
Denaturierungsfrage besonders geeignet erscheint. Ferner diirften 
diesen Betrachtungen bei der immer zunehmenden Verwendung der 


' Auszugsweise mitgeteilt auf der Tagung der Federation of American 
Societies for Experimental Biology, Philadelphia, 27. bis 30. April 1932. 

2 M. Spiegel-Adolj, diese Zeitschr. 204, 1, 1929; 218, 475, 1929; Wien. 
klin. Wochenschr. 1931, Nr. 52 (Lit.). 

3 Dieselbe, diese Zeitschr. 180, 126, 1926. 
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Adsorptions- und Elutionsverfahren! zur Reinigung und Konzentrierung 
von Antigenen und Antikérpern auch praktisches Interesse zukommen. 
Es ist bekannt, da8 EiweiBkérper unter gewissen Bedingungen an 
als Adsorbenzien bekannte Stoffe, wie Tonerde, Meerschaum, ge- 
fallte Kieselsiure usw. fixiert werden**, daB jedoch dieser Vorgang 
nur sehr unvollstandig umkehrbar ist, was Freuwndlich* auf eine Dena- 
turierung bezieht, die er mit den an der Oberfliche gegen Gase zu beob- 
achtenden Erscheinungen in Analogie setzt. Nachdem bereits in einer 
friiheren Arbeit die unspezifische Adsorption und Elution an anti- 
kérperhaltigen EiweiBfraktionen untersucht worden ist, konnten die 
dahin gemachten Erfahrungen teilweise fiir die Untersuchung von 
Lésungen einzelner Eiweibkérper verwertet werden. 

Material. Die einzelnen EiweiSfraktionen wurden durch fraktionierte 
Failung mittels (NH,),.SO, aus Pferdeserum dargestellt, wiederholt um- 
gefallt und durch Dialyse und nachfolgende Elektrodialyse von den Salz- 
beimengungen befreit, das Ergebnis durch Leitfahigkeitsmessungen kon- 
trolliert; die so erhaltenen Lésungen von Albumin und Pseudoglobulin 
koagulieren bei Hitzeeinwirkung ohne Zusatz von Elektrolyten und wirken 
fallend auf Goldsol. Das Euglobulin war nach ausgiebiger Dialyse durch 
Waschen auf dem Filter von Beimengungen léslichen EiweiBes befreit 
worden. Die Lésungen von Globulin in Neutralsalz sind durch Aufnahme 
derselben in n/100 NaOH und Neutralisation in Gegenwart iiberschiissiger 
NaCl-Mengen hergestellt worden. 

Uber die GesetzmaBigkeiten, die bei der Adsorption von 
EiweiBlésungen an Pulver oder Gele zu beobachten sind, geben vor 
allem die Arbeiten von Lands einer und Uhlirz? sowie Biltz* AufschluB. 
Da die vorliegenden Versuche hauptsaichlich vom Standpunkt einer 
spateren Elution angestellt worden sind, wurde versucht, mit méglichst 
geringen Mengen eines EiweiBes erwiesenermaBen an sich nicht ver- 
anderrnden Materials eine méglichst vollstandige Fixierung des Proteins 
zu: erzielen. Als‘ Adsorbenzien sind Aluminiumhydroxyd und Mastix 
verwendet worden. Bei Verwendung von Al(OH), wurde die in der 
Arbeit von Eisler und Spiegel-Adolf® beschriebene Versuchsanordnung 
gebraucht. 

Diese fiihrt die Bildung von Al(OH), in der eiweiBhaltigen Lésung 
dadurch herbei, daB sie letztere zuerst auf eine bestimmte Konzentration 
von AIC], bringt und hierauf mit der aquivalenten Menge NaOH versetzt. 
Aluminiumsalze wurden Eisenverbindungen vorgezogen, weil Anwesenheit 
der letzteren potentiometrische Messungen beeintrachtigen; es wurden 
Chloride statt Sulfate gewahlt, weil die Beseitigung der letzteren als eines 


Lit. bei L. Velluz, C. r. Soc. d. Biol. 106, 887, 1931. 

K. Landsteiner u. R. Uhlirz, Centralbl. f. Bakt. 40, 265, 1906. 

W. Biltz, diese Zeitschr. 28, 27, 1910. 

H. Freundlich, Kapillarchemie, 3. Aufl., Leipzig, Akad. Verl., 1922. 
M. Eisler u. M. Spiegel-Adolf, diese Zeitschr. 204, 28, 1929. 
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zweiwertigen Anions Schwierigkeiten bei der Elektrodialyse bereitet. 
Die Neutralisation des AlCl, wurde in der Weise vorgenommen, da die 
Cu der iiberstehenden klaren Fliissigkeit 2,08 . 10-° betrug, somit fast genau 
der Reaktion des isoelektrischen Punktes des Pseudoglobulins entsprach 
Ito und Pauli'). Denaturierung des letzteren infolge von Séure oder Alkali- 
wirkung konnte somit ausgeschlossen werden. 

Die Uberlegenheit der gewahlten Versuchsanordnung, bei welcher 
die Adsorption des Proteins an dem im Entstehen (in statu nascendi) 
begriffenen Al (OH),-Niederschlag erfolgt, vor derjenigen, bei welcher 

3 £ £ 
dieser Niederschlag erst in die Fliissigkeit eingetragen wird, geht aus 
dem folgenden Versuch hervor. 


Tabelle I. 
Endkonzentration des Albumins 0,6°. 





Menge des Nieder- 
schlags nach 


Albuminzusatz Zentrifugieren Abgui Eluat 
ecm 99 9/5 
Vor der Fallung. .... 3,5 SSSR- 0,62 
Nach der Fallung ... . 2 0,1 0,50 
Nach der Fallung und 2 stiin- 
digem Erhitzen auf 88° . 2.5 0,06 0,4 


Aus Tabelle I geht hervor, daB bei den gewahlten quantitativen 
Verhaltnissen nachtraglicher Zusatz des Albumins nicht zu einer voll- 
stindigen Adsorption desselben fiihrt. Nun haben aber Wiilstdtter 
und seine Schiiler? gezeigt, daB das in der Kalte in verdiinnten Lésungen 
hergestellte Aluminiumhydroxyd C nicht einheitlich ist, sondern eine 
Mischung der Formen « = Al(OH), und # = [4Al(OH), — 3 H, 0} 
+ 3H,O darstellt. Nach neuesten Angaben von Velluz* erweist sich, 
besonders das letztere Praparat zur Adsorption von Tetanustoxin 
geeignet. Den Angaben dieses Autors folgend wurde die Suspension 
von Aluminiumhydroxyd durch 5 Tage im Brutschrank. zwischen 
38 und 39° C gehalten und hierauf das EiweiB (Pseudoglobulin) zugesetzt 
und wie die anderen Lésungen weiterbehandelt. Vergleichen wir die 
in der Tabelle IT angefiihrten Daten, so zeigt sich, daB diese Versuchs- 
anordnung der von uns verwendeten nicht nur nicht iberlegen ist, 
sondern vielmehr merklich hinter derselben zuriicksteht. 

So vermag das gealterte Sol keine so weitgehende Adsorption 
zu erzielen wie das in der Lésung selbst zur Entstehung gebrachte 
(0,20 °% EiweiBgehalt des Abgusses gegen 0,04 °,), und auch die Eluier- 
barkeit des adsorbierten Proteins erscheint merkbar vermindert (0,45 °, 


1 T. Itou. W. Pauli, diese Zeitschr. 213, 95, 1929. 

2 R. Willstdtter u. H. Kraut, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 56. 149, 1117, 
1923; 57, 58, 1082, 1924; 58, 2448, 1925. 

3 L. Velluz, 1. c¢. 
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Tabelle Il. 


Endkonzentration des Pseudoglobulins 1°. 





Volumen 


= @ -_ “wel Aschengehalt 
Pseudoglobulinzusatz a Abgué Eluat des Eluats 
ecm 0 0), fo9 
Vor der Fallung ... . 4 0,046 | 0,78 — 0,79 0,37 — 0,6 
Nach der Fallung 
Al(OH), 5 Tage bei 38°C 3,3 0,20 0,45 0,38 


gegen 0,75°,). Es mu® allerdings darauf hingewiesen werden, daB 
unsere Versuche nicht ganz mit denen von Velluz vergleichbar sind, 
da wir immer vom AlCl, ausgegangen sind. Nur hinsichtlich des Aschen- 
gehalts gibt die Verwendung des weniger léslichen Aluminiumhydroxyds 
um etwa 33°, bessere Ergebnisse. 

Die obere Konzentration der verwendeten AlCl,-Menge war durch 
die friiher erwahnten Versuche mit antikérperhaltigem Material mit 
n/10 gegeben, da die doppelte Konzentration bereits eine empfindliche 
Schadigung der Antikérperwirkung bedingte. DaB jedoch eine weitere 
Verminderung der Konzentration bzw. VergréBerung des Volumens 
der Flissigkeit der Vollstandigkeit der Adsorption abtraglich ist, geht 
aus der nachfolgenden Zusammenstellung hervor. 


Tabelle II]. 


Pseudoglobulinendkonzentration 1,5°,. 





Volumen ae Bemerkung 
1 0,18 
2 0,32 
4 1,28 Sehr mangelhaftes A bsetzen 
. des Niederschlags 


Die Adsorption wurde somit in der Weise ausgefiihrt, daB die 
Konzentration des Aluminiumhydroxyds in der adsorbierenden Eiweib- 
lésung jeweils n/10 war. Dies entspricht einem Al,O,-Gehalt von etwa 
0,17 g, wahrend z. B. Biltz 0,5804g Fe,O, verwendete und in den 
Versuchen von Landsteiner 1 g des Pulvers auf 10 ccm der eiweiBhaltigen 
Flissigkeit entfiel. Der auf den EiweiBgehalt der Abgiisse (das ist die 
nach scharfem Zentrifugieren iiberstehende klare Fliissigkeit) ent- 
fallende Anteil des Trockenriickstandes wurde aus Differenzbestimmungen 
von eiweibhaltigen und eiweiBfreien Lésungen ermittelt. 

Versuche iiber die Adsorption von SerumeiweiBkérpern an Mastix 
wurden vor allem unternommen, um die Méglichkeit auszuschlieBen, 
daB die bei der Adsorption zu beobachtenden Eiweifverainderungen 
auf die Aluminiumionen selbst, etwa im Sinne einer Schwermetall- 
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salzwirkung, zu beziehen sind (s. weiter unten). Es wurde im allgemeinen 
der von Michaelis und Rona! gegebenen Vorschrift gefolgt. Fiir die 
vollstandige Adsorption von etwa 0,2- bis 0,25°,iger EiweiBendkonzen- 
tration (Seralbumin oder Pseudoglobulin) geniigten 9 ccm einer aus 
1 Teil 10°, iger alkoholischer Mastixlésung und 2 Teilen Wasser be- 
stehenden Mischung. Die Endkonzentration des zugesetzten (N H4). 8S O,- 
Salzes braucht hierbei n/100 nicht zu iiberschreiten. 


Hinsichtlich der Ubertragung des Willstdtterschen Elutions- 
verfahrens? auf adsorbiertes EiweiB sind nur spirliche Angaben in der 
Literatur vorhanden. Wir haben auch hier von unseren friiheren 
an Immunseris gewonnenen Erfahrungen Gebrauch machen kénnen. 
Bei den hier zu besprechenden Elutionsversuchen kam neben dem 
méglichst vollstindigen in Lésung-bringen der adsorbierten Eiweib- 
mengen noch folgende fiir die Untersuchung der Reversibilitat wichtige 
Punkte in Betracht. Es wurde versucht, bei der Elution méglichst 
wenig Material des Adsorbens in Lésung zu bringen und nur solche 
Lésungen verwendet, die erwiesenermaBen an sich keine Denaturierung 
der EiweiSlésungen bedingen. Nachdem Lisler und Spiegel-Adolf 
seinerzeit zeigen konnten, daB NaOH, Natriumcitrat und NH, nahezu 
die gleiche Wirkungsintensitat zukommt, wurde die erstere Substanz 
hauptsichlich als Elutionsfliissigkeit gewaihlt, da NaOH auch bei den 
Reversibilitatsstudien an hitzeverindertem Seralbumin weitgehend 
herangezogen worden war und ihr bei der verwendeten Konzentration 
keine schadigende Wirkung auf Immunkérper zukommt. Natriumcitrat 
wurde aus letzterem Grunde nicht verwendet, auBberdem erscheinen 
derartige Eluate fiir nachherige Elektrodialyse ungeeignet. Dieser 
letztere Einwand gilt auch gegen Phosphate, deren Eluationsvermégen 
hinsichtlich von Enzymen nach Willstdtter? demjenigen von verdiinnten 
Laugen iiberlegen ist. Auch hinsichtlich der Wahl der Konzentration 
der zu verwendenden Lauge waren zunachst die Versuche an Immunseren 
maBgebend. Da letztere bei Elution mit n/100 NaOH ihre gréBte 
Wirkung aufwiesen, wurde auch hier diese Verdiinnung gewahlt. Es 
geschah dies, um einen allzu groBen UberschuB an freier Lauge in den 
meist unter 1 °,, EiweiB enthaltenden Lésungen zu vermeiden. Geringere 
Laugenkonzentrationen zu verwenden, erwies sich jedoch als nicht 
zweckmaBig, nachdem z. B. eine n/100 NaOH zwar das gesamte Eiweib 
einer 0,6°,igen Seralbuminlésung zu eluieren vermag, 5n/1000 NaOH 
in gleicher Menge hingegen nur die halbe EiweiBmenge in Lésung bringt. 


1 L. Michaelis u. P. Rona, diese Zeitschr. 2, 219; 8, 109; 5, 365. 

2 Vgl. R. Willstatter, The Adsorption of Enzymesin. Colloid Chemistry, 
2, Edit. by J. Alexander, New York 1928. 

3 R. Willstatter, 1. c. 
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Bei der relativen Schwerléslichkeit von Al(OH), in NH, wiirde 


letzteres zur Elution als besonders geeignet erscheinen. 
Tabelle IV faBt einschligige Erfahrungen zusammen. 


Tabelle 1V. 


Elution von 0,6°, adsorbiertem Seralbumin. 





Eiweiigehalt des Aschengehalt des 


N H3-Konzentration E ane ores 
n'100 0,4 0,007 

2 n/100 0,49 0,015 

5 n/100 0,6 0,037 


Vergleichen wir die hier gebrachten Ergebnisse mit denjenigen 
der Elution mit NaOH (vgl. Tabelle VI), so geht daraus hervor, dab 
n/100 NH, zwei Drittel der durch die aquivalente NaO H-Konzentration 
eluierbaren EiweiBmenge in Lésung zu bringen vermag. 

Auch bei Verwendung von Pseudoglobulin beobachten wir zahlen- 
maBig das gleiche Verhaltnis. Die Wirksamkeit des NaOH als Elutions- 
mittel wird erst von dem fiinffachen N H, erreicht, das aber noch hinter 
der Cx der ersteren zuriickbleibt. Das gleiche gilt fiir den Aschengehalt 
des Eluats (0,037 gegen 0,05°%). Dem stehen gegeniiber die relativ 
groBen Mengen bei der Reaktion mit AlCl, entstehenden Neutralsalzes, 
die die nachtragliche Reinigung des Eluats erschweren. 

Einige Elutionsversuche wurden auch mit n/100 HCl angestellt, 
nachdem sich dieselbe seinerzeit als geeignet erwiesen hatte, um 
hitzeverandertes Seralbumin in wasserléslichen Zustand zu iiberfiihren 
(vgl. Tabelle V). 

Tabelle V. 
Adsorbiertes Eiwei8 mit n/100 HCl eluiert. 





Urspriingl. Konz. Konz. d. Eluats 








EiweiBart 5 F 
Seralbumin..... 0,6 0,565 
Pseudoglobulin .. . 0,50 0,30 
Euglobulin ..... 0,4 |  SSSR- 


Ein Vergleich dieser Daten mit den in Tabelle VI gebrachten zeigt, 
daB NaOH als Elutionsmittel sich der HCl als iiberlegen erweist. 
Versuchen mit Al(OH), wurden solche angeschlossen, in welchen 
Mastixsol als Adsorbens verwendet worden war und die hinsichtlich 
der Erlangung metallsalzfreier Eluate aussichtsreich erschienen. Bei 
der Elution hingegen erwies sich die Natronlauge, die in der hierzu 
notwendigen Konzentration eine weitgehende Peptisation des Mastix- 
niederschlags bewirkt, als unbrauchbar. Jedoch war es méglich, 
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adsorbiertes Seralbumin durch n/100 HCl ungefahr im gleichen Ausma8 
wie in den in Tabelle V angefiihrten Versuchen in Lésung zu bringen, 
wobei bereits eine im Leerversuch zu ermittelnde Korrektur beriick- 
sichtigt erscheint. 

Die Elution in den weiter unten zu beschreibenden Versuchen 
wurde daher, wo nicht anders vermerkt, in der folgenden Weise aus- 
gefiihrt. 


Der durch den Laugenzusatz in der mit AlCl, versetzten EiweiBlésung 
entstehende Niederschlag wird nach etwa '/, Stunde in graduierten Réhren 
scharf abzentrifugiert, die klare, iiberstehende Fliissigkeit abgegossen 
und durch Wasser und Laugenzusatz auf das urspriingliche Volumen bei 
einer NaOQH-Endkonzentration von n/100 gebracht. Der Niederschlag 
wird auf mechanischem Wege in der Fliissigkeit suspendiert und durch 
2 Stunden in der Schiittelmaschine geschiittelt, hierauf filtriert. Der EiweiB- 
gehalt wird als Differenz zwischen Trockengewichts- und Aschenbestimmung 
ermittelt. Der sehr geringe Gehalt der elektrodialysierten EiweiBlésungen 
an anorganischen Bestandteilen (vgl. Spiegel-Adolf!) kann hierbei praktisch 
vernachlassigt werden, da eine entsprechende Korrektur innerhalb der 
Fehlergrenze der Methodik zu liegen kommen wiirde. 

Qualitative Priifungen auf EiweiB wurden stets mit mehreren Methoden 
(Sulfosalicylséure, Biuretreaktion, Kochprobe) ausgefiihrt, von deren Brauch- 
barkeit in der Gegenwart der verwendeten Zusaitze wir uns vorher an 
Kontrollversuchen iiberzeugt hatten. 


Mittels der hier beschriebenen Methode wurden zunachst die in 
der Tabelle VI zusammengestellten Resultate ermittelt. 


Tabelle VI. 


Der Eiwei®gehalt ist stets in Prozenven angegeben. 








EiweiB- Seralbumin Psendoglobulin Euglobulin 
— nicht nicht | nicht 
" AbguB | Eluat  eluier- Abgu®8 Eluat eluier- | Abguéi Eluat | eluier- 
9 | bar bar bar 
0,2 0 0,2 0 0 0,2 0 0 019 | 0,01 
0,4 0 0,4 0 0 0,21 | 0,19 
05 0 0,5 0 0 0,5 0 
0,6 0 0,6 0 
0,75 0,01 0,66 0,08 
0,8 0,09 0,72 0 0 0,385 | 0,45 
1,0 0,14 0,8 0,06 0,04 0,77 0,19 
12 — 0,19-0,20 0,95| 0 0 0,42 0,78 
1,25 0,085 O91 0,25 
1,5 0,18 1,0 0,32 
{ 0,38 0,06 
16 i os9 if 428! oo7 
2.5 0,31 1,4 0,8 





1 Vgl. M. Spiegel-Adolf, Die Globuline. Dresden-Leipzig, Th. Stein- 
kopff, 1930. 
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Aus diesen geht zunachst hervor, daB unter den gewahlten Versuchs- 
bedingungen bei den wasserléslichen Serumfraktionen bis etwa 0,6° 
EiweiBgehalt, bei Euglobinlésungen auch iiber 1°, das Mitgerissen 
werden in den entstehenden Niederschlag in praktisch quantitativer 
Weise erfolgt. Bei steigendem EiweiBgehalt entgehen allmahlich zu- 
nehmende Mengen der Adsorption, derart, daB bei einer Eiwei®Bkonzen- 
tration von etwa 1,5°,, etwa ein Viertel des Seralbumins und ein Fiinfte! 
des Pseudoglobulins in der nach Zentrifugierung tiberstehenden Fliissig- 
keit (AbguB) in Lésung bleiben. Die von Landsteiner und Uhlirz be- 
schriebene GesetzmaBigkeit, wonach die am leichtesten aussalzbaren 
Serumanteile auch am leichtesten adsorbiert werden, konnte somit 
auch hier beobachtet werden. Allerdings muB darauf hingewiesen 
werden, daB diese Ergebnisse auch in Ubereinstimmung mit Angaben 
von Biltz! iber das Verhalten von Dextrosen stehen. Danach werden 
diese um so leichter adsorbiert, je gréBer ihr Molekulargewicht ist. 
Auch bei den SerumeiweifSfraktionen nimmt bekanntlich das Molekular- 
gewicht in der Reihenfolge Eu-, Pseudoglobulin, Seralbumin ab. 

In quantitativer Hinsicht erreicht die hier verwendete Versuchs- 
anordnung eine viel weitergehende Adsorption als diejenige von Land- 
steiner und Uhlirz gebrauchte, die z. B. bei EiweiBkonzentrationen 
von 0,17 bis 0,23 °% nur etwa ein Viertel des Seralbumins zur Adsorption 
brachten, trotzdem, wie eingangs bereits erwihnt worden, eine viel 
groBere Menge des Adsorbens zur Verwendung gelangte. Waren somit 
vom Standpunkt des Erreichens einer méglichst vollstaéndigen Ad- 
sorption unsere Versuche bis zu einem gewissen Grade _ befriedigend 
ausgefallen, so waren sie eben deswegen zur Aufstellung einer rech- 
nerischen Formel des Adsorptionsverlaufes nur wenig geeignet. Be- 
kanntlich konnten diese GesetzmaiBigkeiten am Versuchsmaterial 
von Landsteiner und Uhlirz sowie von Biltz studiert werden. 

’ Hier wurde zunachst versucht, Aufschliisse iiber das Schicksal 
des adsorbierten Eiweifes zu gewinnen. Bereits Biltz hatte angegeben, 
daB von dem am Eisenoxyd, Cellulose oder Kaolin haftenden Eiweif 
nur sehr wenig wieder in Lésung geht. Eigene Versuche konnten dies 
bestatigen. Wurde die Elution der an Al (OH), oder Mastix adsorbierten 
EiweiBkérper mit destilliertem Wasser versucht, so waren die so er- 
haltenen Ausziige eiweiBfrei. Dies erscheint jedoch nur fiir die im 
urspriinglichen Zustand wasserléslichen Serumfraktionen als Beweis 
fiir eine stattgehabte Verinderung. Doch auch beim Serumglobulin 
konnte ein solcher erbracht werden, indem gezeigt werden konnte, dal 
die Léslichkeit des adsorbierten Globulins in NaOH von derjenigen 
des urspriinglichen unter sonst gleichen Bedingungen verschieden ist. 


1 W. Biltz, Zeitschr. f. physik. Chem. 838, 683, 1913. 
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Bei der Besprechung der Elutionsergebnisse wird auf diese Versuche 
fiher eingegangen werden. 

Freundlich hatte, wie bereits eingangs erwihnt worden ist, die 
von Biltz besprochene fehlende Umkehrbarkeit der Adsorption bei 
Kialbumin auf eine Denaturierung desselben bezogen. Bei der noch 
ausstehenden chemischen Definition dieses Begriffes wird in Anlehnung 
an andere Autoren und in Ubereinstimmung mit friiheren Arbeiten 
Verlust der Wasserléslichkeit von hydrophilen und Veranderung der 
Loslichkeit von hydrophoben EiweiBkérpern als Denaturierung an- 
gesprochen. Uber die derselben zugrundeliegenden Veranderungen 
des EiweiBmolekiils, ob dieselben ausschlieBlich nach Young! auf rein 
chemischen, nach Bancroft? auf rein kolloid-chemischen Verdinderungen 
beruhen oder eine Kombination darstellen, ist bislang nichts Sicheres 
bekannt. Wir wissen nur, daB fast alle chemischen Eingriffe am Eiweib- 
molekiil mit Herabsetzung der Léslichkeit verbunden sind und daf} bei 
einer Reihe von Verdinderungen mehr physikalisch-chemischer Natur 
(thermischen, aktinischen Einwirkungen) Modifikationen chemischer 
Art zum Teil mit Sicherheit zu erwarten und zum Teil nicht auszu- 
schlieBen sind. Es laBt sich daher an solchem Material auch nicht ent- 
scheiden, ob und wieweit die Léslichkeitsverminderung eine Folge 
einer chemischen Veranderung ist. In diesem Zusammenhang erscheint 
es daher interessant, darauf hinzuweisen, da bei der Adsorption an 
Mastixsol ein komplizierender chemischer Faktor weitgehend auszu- 
schlieBen sein diirfte. Um dem Einwand zu begegnen, dab die Ver- 
anderungen, der Proteine bet Adsorption an Al(OH), infolge der 
besonderen hier verwendeten Versuchsanordnung etwa auf die Gegen- 
wart von Al-Ionen zu bezichen waren, wurde folgender Versuch aus- 
gefiihrt. 

AICl, wurde in der oben angegebenen Weise in eiweiBfreiem Medium 
mit NaOH versetzt, der entstandene Niederschlag abzentrifugiert, die 
klare Fliissigkeit mit Eiweif versetzt und durch 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur gehalten. Quantitative Bestimmungen ergaben nach Beseitigung 
der Elektrolyte durch Dialyse und Elektrodialyse, daB so behandeltes 
Pseudoglobulin, verglichen mit Kontrollproben, keine Veranderungen im 
Sinne einer Denaturierung erfahren hat. 

Wir haben es daher im Falle der Adsorption um eine Denaturierungs- 
form des EiweiBes zu tun, die die Folge eines iiberwiegend, wenn nicht 
ausschlieBlichen mechanischen Eingriffes darstellt. Freundlich hat die 
Vermutung ausgesprochen, daB Biltz’ Ergebnisse der Denaturierung 
durch Adsorption auf ahnlichen Phinomenen beruhen wie jene, die 
der Denaturierung durch Schiitteln zugrunde liegen. 


1 Young, Proc. Roy. Soc. 98B, 235, 1922. 
2 W. D. Bancroft u. I. E. Rutzler, jr., J. of physic. Chem. 35, 144, 1931. 
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Fiir solche Veranderungen hat Ramsden! die Mitwirkung chemischer 
Faktoren weitgehend ausgeschlossen und die Denaturierung des Ei- 
weifes auf Konzentration an der Oberflache zwischen Gas und Fliissigkeit 
zuriickgefiihrt. Nun scheinen jedoch eine Anzahl zumindest quantitativer 
Verschiedenheiten zwischen den Veranderungen durch Adsorption 
und durch Schiitteln vorzuliegen. Es konnte in eigenen Versuchen” 
in Ubereinstimmung mit Versuchen von Wu und Ling? durch bloBes, 
wenn auch durch 48 Stunden fortgesetztes Schiitteln auf der Schiittel- 
maschine keine Koagulation von hydrophilen SerumeiweiBkérpern 
erzielt werden. Wurde aber eine solche in mit Toluol versetztem 
Pseudoglobulin herbeigefiihrt, so erwies sie sich bei nachheriger Behand- 
lung mit Lauge als irreversibel 4. Es erscheint daher auch vom Gesichts- 
punkt einer Fragestellung nach der Art des Denaturierungsmechanismus 
von Interesse, das Verhalten des adsorbierten Proteins bei der Elution 
zu untersuchen. 


Wie aus der Tabelle VI zu ersehen ist, geht bei der Behandlung 
des adsorbierten Proteins mit verdiinnter NaOH ein Teil desselben 
in Lésung. Das Ausmaf der Eluierbarkeit hangt, bei Konstanz des 
Elutionsmittels, von der Menge und Art des adsorbierten EiweiBes ab. 
So geht aus Tabelle VI hervor, daB in der niedrigsten verwendeten 
EiweiBkonzentration (0,2 °,,) bei allen drei Serumfraktionen die Elution 
praktisch vollstandig ist, also zu 100°, erfolgt. Bei steigender EiweiB- 
konzentration nimmt die Eluierbarkeit zwar im absoluten Sinne zu, 
im Verhaltnis zur urspriinglichen adsorbiert gewesenen Menge jedoch 
ab. Hierbei verhalten sich jedoch die einzelnen SerumeiweiBfraktionen 
verschieden. Die Eluierbarkeit scheint der Absorptionsfahigkeit der 
letzteren antibat zu verlaufen. Beim Seralbumin steigt mit der relativen 
Abnahme der Eluierbarkeit der Eiwei®gehalt der Abgiisse. Die unab- 
hangig voneinander im Abgu8 und im Eluat bestimmten EiweiBmengen 
ergeben zusammen fast genau die Proteinkonzentration in der Ausgangs- 
fliissigkeit und geben somit einen gewissen Beweis fiir die ZweckmaBig- 
keit der verwendeten gravimetrischen Methode. 


ZahlenmaBig scheint die Elution beim Pseudoglobulin hinsichtlich 
der EiweiBkonzentration der Eluate zu ganz ahnlichen Ergebnissen 


1 W. Ramsden, Arch. f. Anat. u. Physiol., physiol. Abt. 1894, S. 517; 
Zeitschr. f. physik. Chem. 47, 336, 1904. 

2 M. Spiegel-Adolf, 1. c. 

3 H. Wu u. S. M. Ling, Chin. j. of physiol. 1, 407, 1927. 

4 Nach einer Diskussionsbemerkung von Dr. M. L. Anson soll Hamo- 
globin zufolge unpublizierter Versuche dieses Autors durch Schiitteln 
denaturierbar und bei nachfolgender Laugenbehandlung riickverwandel- 
bar sein. 
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zu fiihren wie beim Seralbumin. Da aber der EiweiBgehalt der Pseudo- 
globulinabgiisse merklich hinter den Werten zuriickbleibt, die sich aus 
der Differenz der Ausgangs- und der Elutionswerte ergeben, so mub 
angenommen werden, daB im Gegensatz zum Seralbumin ein, wenn 
auch geringer Teil (20 bis 25°, bei 1,5°,, der Ausgangsliésung) des ad- 
sorbierten Pseudoglobulins unter den beobachteten Versuchsbedingungen 
der Elution entgeht. Weiterer Zusatz gleich konzentrierter Lauge 
bringt denselben jedoch vollstandig zur Elution, so daB eventuell an 
eine Uberschreitung der NaOH-Léslichkeit des Pseudoglobulinderivats 
zu denken ist. 


Die Léslichkeit von adsorbiertem Euglobulin in verdiinnter Lauge 
ist viel geringer als diejenige der hydrophilen Serumfraktionen oder die 
des urspriinglichen Euglobulins. Dies ist nicht nur aus den Daten der 
obenstehenden Tabellen ersichtlich, sondern konnte noch ducch spezielle 
Versuche deutlich gemacht werden. So vermag trotz Vorhandenseins 
von iiberschiissigem, adsorbiertem Euglobulin 10 cem n/100 NaOH nicht 
mehr als 0,042 g desselben aufzunehmen, ist jedoch imstande, noch 
weitere Mengen zugesetzten genuinen Globulins in Lésung zu bringen, 
desgleichen Seralbumin, welches gleichzeitig mit dem Globulin zur 
Adsorption gebracht worden ist. 


Tabelle VII. 





Konzentration Konzentration Konzentration 
des adsorbierten . Konzentration der Eluate aus | der Eluate aus En- 
Euglobulins Zusatz der Na OH Euglobulin jglobulin + Zusatz 
%o | %F, 9 
0,2 | 1 Normales | 20/100 0,19 0,29 
12 | { Euglobulin | n/100 0,42 0,66 
0,4 | 0.4% adsorbier- n/100 0,21 0,58 
0.4 tes Seralbumin | 2/200 0,78 


Aus den in Tabelle VII zusammengestellten Daten scheint somit 
hervorzugehen, daB Euglobulin durch Adsorption eine Verminderung 
seiner Léslichkeit in Alkali erfahrt. Wir haben seinerzeit auch beim 
hitzeverinderten Globulin! ein ahnliches Verhalten beschrieben. Auch 
zahlenmaBig erscheint eine gewisse Ubereinstimmung zu_bestehen, 
als in beiden Fallen das veranderte Globulin nur etwa ein Zehntel seiner 
urspriinglichen Laugenléslichkeit beibehalt. Diese Analogie erstreckt 
sich ferner auch auf die Léslichkeit in verdiinnter HC] und die Neutral- 


1 M. Spiegel-Adolf, Kolloidchem. Beih. 20, 206, 1925; Kolloidzeitschr. 
35, 342, 1925. 
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salzléslichkeit, die beim adsorbiert gewesenen ebenso wie beim hitze- 
veranderten praktisch aufgehoben bzw. auf einen geringen Bruchteil 
des urspriinglichen Wertes reduziert erscheinen. 

Die in der Tabelle VII als Beispiel einer gréBeren Versuchsreihe 
angefihrten Experimente mit Seralbuminzusitzen zu Euglobulir 
haben zwar nicht vermocht, die Eluierbarkeit des letzteren zu erhéhen, 
diirften jedoch im Zusammenhang mit den obenerwahnten Schiittel- 
versuchen von gewissem Interesse sein. Wir haben seinerzeit zeigen 
kénnen, daB Seralbumin zwar nicht nur durch das von uns in Anwendung 
gebrachte Schiitteln nicht gefallt werden kann, sondern daB es in gleichen 
Mengen zugefiigt, auch die Fallung des toluolisierten Pseudoglobulins 
beim Schiitteln hintanhalten kann. Aus den Versuchen der Tabelle VII 
diirfte jedoch hervorgehen, da8 dem Seralbumin gegeniiber Euglobulin 
keine solche Schutzwirkung zukommt, was méglicherweise darauf 
zuriickzufiihren ist, daB Seralbumin bei der Adsorption selbst de- 
naturiert wird. 


Aus der Eluierbarkeit der adsorbierten Serumproteine kann eigent- 
lich nur geschlossen werden, daB deren Verbindungen mit Lauge wasser- 
léslich sind und daB das AusmaB dieser Wasserléslichkeit bei den 
verschiedenen Serumfraktionen verschieden ist und in der Reihenfolge 
Seralbumin—Pseudoglobulin—Euglobulin abnimmt. Die Wasser- 
loslichkeit der Alkaliverbindungen durch verschiedene Eingriffe de- 
naturierter EiweiBkérper ist weit verbreitet. So geniigen z. B. nach 
Spiegel-Adolf und Pollaczek! die durch bakterielles Wachstum in 
KiweiBlésungen produzierten N H,-Mengen, um das Ausfallen von durch 
ultraviolettes Licht verindertem Eiwei8 zu verhindern. Andererseits 
haben aber die Versuche am hitzeveranderten Seralbumin und am 
alkoholveranderten Pseudoglobulin und Seralbumin gezeigt, daB durch 
die Lésung derselben in verdiinnter Lauge auBerdem noch eine direkte 
Beeinflussung der denaturierten Proteine im Sinne einer gainzlichen oder 
teilweisen Behebung jener Eigenschaften erfolgt, deren Vorhandensein 
eben das Wesen der Denaturierung ausmacht. Es erschien daher von 
Interesse, die Eluate der adsorbiert gewesenen Proteine von diesem 
Gesichtspunkt auf ihren Gehalt an EiweiB zu untersuchen, das die 
Kigenschaften des genuinen aufweist. Um solche Untersuchungen aus- 
zufiihren, erscheint es unumginglich notwendig, den vorhandenen Elek- 
trolytgehalt und damit die nur in Gegenwart der Elektrolyte léslichen, 
denaturierten EiweiSbestandteile zu entfernen. Wir haben dies durch 
Dialyse und anschlieBende Elektrodialyse seit 1925 angestrebt und es ist 
seither diese Methode auch von Pauli und Weiss? verwendet worden. 


1 M. Spiegel-Adolf u. K. F. Pollaczek, diese Zeitschr. 214, 175, 1929. 
2 W. Pauli u. R. Weiss, ebendaselbst 233, 381, 1931. 
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DaB ein bloBer Nachweis einzelner Eigenschaften in Elektrolytgegen- 
wart, z. B. der Hitzekoagulationsfihigkeit, nicht geniigt, geht aus dem 
folgenden Versuch hervor. 

Pseudoglobulin wurde in genau definiertem alkalischen Medium zum 
Sieden durch 15 Minuten erhitzt, wobei es, wie wir uns neuerlich haben iiber- 
zeugen kénnen, zu einer quantitativen Denaturierung kommt. Wird nach 
Abkiihlung jedoch die exakte Neutralisierung in Gegenwart von Neutralsalz 
(0,2 n Endkonzentration) ausgefiihrt, oder waren urspriinglich hohe Alkali- 
konzentrationen verwendet worden, so bleibt eine Fallung aus. Auf dieses 
Verhalten haben bereits Michaelis und Rona! hingewiesen. Wird aber 
die Lésung von neuem erhitzt, so tritt dann eine kompakte Fallung, also 
eine Hitzekoagulation eines bereits hitzeverinderten EiweiBk6érpers ein 
(vgl. hierzu die Hitzekoagulationsfahigkeit kiinstlicher Globuline®*). 

Danach erscheint streng genommen das Auftreten einer Hitze- 
fillung nur dann beweisend fiir das Vorhandensein von genuinem 
wasserléslichen Eiweif zu sein, falls dieselbe beim Erhitzen in elektrolyt- 
freiem Medium erfolgt. 

Bei der Wichtigkeit, welche somit der ginzlichen Beseitigung der 
Elektrolytbeimengungen fiir die Beurteilung der Eigenschaften des 
Proteins zukommt, erschien es nicht geniigend, Art und Dauer der 
Dialyse bzw. Elektrodialyse allein anzugeben, sondern wir haben, 
um einen zahlenmaBigen Wert zu erlangen, in jedem einzelnen Fall die 
spezifische Leitfihigkeit der Lésungen bestimmt. Dieses Vorgehen 
schien schon deswegen angezeigt, da, um eine Verschiebung der Reaktion 
und konsekutive Denaturierung von EiweiB zu verhindern, eine méglichst 
griindliche Beseitigung der héherwertigen Jonen angestrebt werden 
muBte. Dies wurde zunachst durch Dialyse in stré6mendem destillierten 
Wasser zu erreichen gesucht. Erst wenn die spezifische Leitfahigkeit 
auf GréBenordnungen von 10-5 heruntergegangen war, wozu ungefahr 
eine Woche Dialyse hinreichte, wurde mit der Elektrodialyse begonnen. 
Trotzdem wurden in Kontrollversuchen an mit Alkali versetzten, 
durch etwa 1 Jahr unter Toluol gehaltenen und erwiesenermaben 
sterilen Pseudoglobulinlésungen bei Verwendung von Pergament- 
membranen EiweiBverluste bis zu 25°, beobachtet. Auch bei AICI, 
enthaltenden Seralbuminlésungen konnten unter Umstanden bei der 
Dialyse Konzentrationsverminderungen festgestellt werden, die zum 
Teil durch Adsorption an ausfallendes Al(OH), erklirt wurden. Die 
Proteingehaltsbestimmungen in den elektrodialysiert gewesenen Fliissig- 
keiten geben also sicher nur Minimalwerte an. Dabei mu noch an die 
Méglichkeit gedacht werden, daB das dehydratisiert gewesene Eiweil 
gegen gewisse Reaktionsinderungen starker empfindlich ist als das 


1 1. Michaelis u. P. Rona, diese Zeitschr. 29, 294, 1910. 
2 M. Spiegel-Adolf, 1. c. 
Biochemische Zeitschrift Band 252. 4 
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nichtbehandelte. Der AbschluB der Elektrodialyse, bei welcher all- 
mahlich héhere Spannungen bis 110 Volt in Verwendung kamen, wurde 
als erreicht betrachtet, wenn die spezifische Leitfihigkeit auf GréBen- 
ordnungen von 10~-® heruntergegangen war. Die auf diese Weise er- 
haltenen Daten sind in Tabelle VIII und IX zusammengestellt : 


Tabelle VIII 























Seralbumin. 

Kiw eibgehalt NeOH Nach Dialyse a Nach Elektrodialyse ae 
des Eluats , Eiweibigehalt ; Eiweifgehalt 
Oj, g uN 0 0 A 0), 

0,5 0,004 1,09. 10-5 0,18 2,75 .10-§ 0,12 
0,66 0,004 0,30 
0,82 0,004 1,87 .10-° 0,29 3,75.10-6 0,20 
1,14 0,004 1,54.10-° 0,75 0,15 
0,72 0,008 2,32. 10-5 2,9 .10-6 0,19 
Tabelle IX. 
Pseudoglobulin. 

Kiweifgehalt NaOH Nach Dialyse a Nach Elektrodialyse- 3 
des Eluats : Eiweifigehalt 7 Eiweibgehalt 
O/, g A 0/, hk 0 0 
0,5 0,004 2,66. 10° 0,26 2,75 . 10-6 0,16 
0,77 0,004 1,13.10°° 0,26 
1,2 0,004 a3 i 0,56 6,00. 10-6 0,47 
14 0,004 0.46 

2.4 0,004 2,25. 10-5 0,4 3,42 .10°6 0,40 


Wir entnehmen daraus, daB in allen angefiihrten Versuchsbei- 


_ Spielen nach schlieBlicher Elektrodialyse der Eluate ein Rest wasser- 


loslichen EiweiBes zuriickbleibt. Im gewissen Gegensatz zu anderen 
Erfahrungen iiber EiweiBdenaturierung scheint zwischen dem Ver- 
halten von Seralbumin und Pseudoglobulin kein Unterschied zu bestehen. 
Der Betrag an wasserléslichem EiweiB macht nach Dialyse ein bis zwei 
Drittel des urspriinglichen Gehalts aus. Diese Lésungen koagulieren 
beim Erhitzen und zeigten ebenso wie die urspriinglichen EiweiBlésungen 
praktisch keinen Aschegehalt. Im Gegensatz jedoch zu den Erfahrungen 
an genuinen Proteinen, sowie den hitzeveranderten Seralbuminen 
treten in den obigen Lésungen auch bei der angegebenen vorsichtigen 
Art der Elektrodialyse merkliche Niederschlagsbildungen auf und wieder- 
um im Gegensatz zu den Erfahrungen an genuinen Proteinen bei Ser- 
albumin in starkerem MaBe als beim Pseudoglobulin. Aber selbst 
nach Elektrodialyse bleibt noch 20 bis 40°, des EiweiBes in Lésung. 
Diese wasserléslichen EiweiBlésungen koagulieren beim Erhitzen, 
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zeigen bei (N H,),.8O,-Fallung das Verhalten, welches ihrer Ursprungs- 
fraktion zukommt, d.h. das aus Seralbumin gewonnene wird nicht 
durch Halbsattigung gefallt, wohl aber das aus Pseudoglobulin dar- 
gestellte, das hingegen bei Drittelsittigung mit diesem Salze noch klar 
bleibt. Goldsol wird durch beide Elektrodialysate zum Umschlag 
gebracht. Es erscheint daher in Ubereinstimmung mit unseren jetzigen 
Kenntnissen mdglich, diese wasserléslichen Eiwei8kérper mit ihrem 
Ausgangsmaterial zu identifizieren. Bis zum Bekanntwerden von 
widersprechenden Tatsachen diirfte die Annahme gemacht werden, 
daf die in den Eluaten adsorbiert gewesener Eiweibstoffe enthaltenen 
wasserléslichen Proteine aus diesen entstanden sind. Dies kann 
nur so gedeutet werden, daB durch die Elution in einem Teil 
des Materials die durch die Adsorption gesetzten Verainderungen riick- 
gingig gemacht worden sind. Die naheliegende Frage nach den Ursachen, 
warum diese Erscheinung nur partiell erfolgt, wurde zumindest versucht, 
experimentell zu beantworten. Zu diesem Zweck wurde das Verhaltnis 
Eiweif zu Lauge variiert. Einerseits hatten Versuche am hitzegefillten 
Seralbumin gezeigt, daB es nur bei einem bestimmten Optimum dieser 
Relation zu einer quantitativen Umkehrbarkeit kommt, andererseits 
erschien es méglich, daB durch Steigerung der Alkalitaét der Lésung 
der Effekt der Umkehrbarkeit gesteigert werde. [Um ein in Lésunggehen 
gréBerer Al (OH),-Mengen zu verhindern, wurde die Elution in der ge- 
wohnlichen Weise ausgefiihrt und erst nach Filtration weitere NaOH 
zugesetzt.| In Tabelle VIII und IX sind derartige Versuche gebracht 
worden, sie lassen zunachst eine mégliche Zunahme des wasserléslichen 
Anteils dann erkennen, wenn das Verhaltnis zwischen EiweiB und Lauge 
sich mehr zugunsten des ersteren verschiebt. Jedoch geht aus den 
Versuchen von Tabelle VIII und IX hervor, daB bei noch weiterer 
Steigerung der EiweiBkonzentration wieder ein deutliches Absinken 
der léslich gewordenen EiweiBkérper eintritt, eine Erscheinung, die 
moglicherweise auf GesetzmaBigkeiten zuriickzufiihren ist, die Ostwald! 
als Bodenkérperregel beschrieben hat. 


Wie bereits erwaihnt worden ist, zeigte das hitzegefallte Seralbumin 
ein ahnliches Verhalten und sogar zahlenmaBig eine weitgehende 
CUhereinstimmung. So waren bei einem Verhaltnis von 1 g Protein: 
10-3 Aquivalente NaOH beim hitzeveranderten Seralbumin nach 
Elektrodialyse 42% wasserléslich geblieben, beim adsorbierten Pseudo- 
globulin etwa 40° ?. Beim hitzegefillten Pseudoglobulin hatte bei 


1 Wo. Ostwald, Kolloidzeitschr. 41, 163, 1927. 

2 Es ist allerdings nicht auszuschlieBen, daB das vorhandene Al(OH), 
imstande ist, die gleiche Funktion auszuiiben, die sonst einem Teil des 
EiweiBiiberschusses zukommt. 
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gleichem Eiweif8—Laugenverhaltnis die nach Elektrodialyse wasser- 
lésliche Fraktion nur etwa 0,15°, betragen!?. 

Die Ubereinstimmung zwischen durch Hitze und Adsorption 
denaturierten SerumeiweiBkérpern erstreckt sich auch auf ihr bio- 
logisches Verhalten. Beide Arten verinderter Proteine vermégen, einem 
Versuchstier einverleibt, in demselben die Bildung von spezifischen 
Antikérpern gegen die normalen Ausgangskérper anzuregen®. Die Ur- 
sache dieser Erscheinung diirfte in einer im Tierorganismus vor sich 
gehenden Reversion der Denaturierungserscheinungen zu suchen sein. 


Die Veranderungen von Pseudoglobulin durch Alkohol scheinen 
in noch geringerem MaBe reversibel zu sein als die durch Adsorption 
gesetzten. 

Wir haben bereits eingangs die Momente erwaihnt, welche die 
Wahl auf das Studium der Adsorptionsverinderungen der Proteine 
gelenkt haben. Es war in erster Linie der Umstand, daB bei denselben 
primaire Veranderungen im chemischen Sinne (z. B. Substitutionen, 
Oxydationen, Reduktionen, hydrolytische Spaltungen, Wasserent- 
ziehung usw.) weitgehend ausgeschlossen werden kénnen und daher 
nicht als Ursache des Verlustes der Wasserléslichkeit (Denaturierung) 
des adsorbiert gewesenen Seralbumins und Pseudoglobulins angesprochen 
werden kénnen. Die Vorgainge, welche zu einer Veranderung der Pro- 
teine bei der Adsorption an Gele oder Suspensionen fiihren, sind allerdings 
bislang nicht aufgekliart. Es scheint jedoch zunachst naheliegend, 
die von Freundlich hervorgehobene Ubereinstimmung zwischen den 
obigen Erscheinungen und denjenigen, welche an den Grenzflaichen 
zwischen Gasen und Fliissigkeiten (bei den Schiittelveranderungen) 
vor sich gehen, zu einer Erklarung der Adsorptionsverinderungen 
heranzuziehen. Bei den Schiittelveranderungen des EiweiBes, wie sie 
z. B. Ramsden untersucht hat, kommt es nach Freundlich zuerst zu 
einer Adsorption und somit Anreicherung der EiweiBmicellen an der 
Oberfliche, welchen Vorgangen sich eine wirksame Koagulation und 
sekundare chemische Verinderungen im Sinne von Dehydratisierung 
und innerer Umlagerung anschlieBen. Dichte Packung der Micellen 
nach Freundlich, Entstehung monomolekularer Schichten nach Wa 
und Ling, Vorgiinge, welche anscheinend inter- bzw. intramolekulare 
Reaktionen begiinstigen, miiBten demnach geniigen, um die hier be- 
schriebenen Vorgainge zu erklaren. Im Gegensatz zu den Schiittel- 
verinderungen laBt sich fiir die durch Adsorption an Gele herbei- 
gefiihrten Veraénderungen noch aussagen, daB die sekundaren chemischen 
Verdnderungen (auf deren Vorhandensein aus dem Verlust der Wasser- 


1 MM. Spiegel-Adolf, diese Zeitschr. 204, 1, 1929. 
2 Biefliche Mitteilung von Dr. A. G. Cole, Chicago. 
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léslichkeit geschlossen wird) durch Behandlung mit verdiinnten Alkalien 
rickgingig gemacht werden kiénnen, da so behandelte Proteine je nach 
der Behandlungsweise zum gréBeren oder kleineren Teil ihre Wasser- 
léslichkeit wiedergewinnen. Diese Tatsache der Reversibilitat der 
Adsorptionsdenaturierung erscheint auch fiir die Beurteilung friiherer 
Erfahrungen iiber EiweiBveranderungen von Bedeutung. Auf Grund 
der von Spiegel-Adolf festgestellten Reversibilitat der Hitzeverainde- 
rungen des Seralbumins wurde, nachdem schon friiher von Sdérensen® 
analytisch nachweisbare chemische Modifikationen ausgeschlossen 
werden konnten, der den Hitzeverainderungen zugrunde liegende ProzeB 
als inter- bzw. intramolekulare Reaktionen im Sinne einer eventuell 
unter RingschluB und Wasseraustritt auftretenden Kondensation 
gedeutet. Diese Ansichten haben durch das Verhalten der alkohol- 
denaturierten Proteine eine weitere Stiitze erfahren, da auch hier 
die nach Wasserentziehung auftretenden Verainderungen durch den 
Einflu8 hydrolytischer und aufladender Agenzien sich als weitgehend 
reversibel erwiesen haben. Es lag die Vermutung nahe, dal Denatu- 
rierungen, welche nicht durch primaire chemische Veranderungen der 
Proteine bedingt sind bzw. von solchen begleitet werden, im allgemeinen 
sich als reversibel erweisen. Durch die Erfahrungen iiber das Verhalten 
der Adsorptionsdenaturierungen erhalten diese Annahmen eine weitere 
Stiitze. Auch fiir die eingangs erwihnte praktische Verwertung der 
Adsorptions- und Elutionsverfahren zur Reinigung und Konzentrierung 
von Antigenen und Antikérpern diirften die hier gebrachten Erfahrungen 
nicht ganz ohne Interesse sein. Sie geben quantitative Grundlagen 
zum Fraktionieren von eiweiBhaltigen Lésungen sowohl durch die 
Adsorption als auch durch die nachfolgende Elution. Das verschiedene 
Verhalten der einzelnen SerumeiweiBfraktionen konnte auch hin- 
sichtlich der verschiedenen Adsorbier- und Eluierbarkeit der ihnen 
anhaftenden Antikérper zum Ausdruck kommen. Fisler und Spiegel- 
Adolf haben seinerzeit auf das unterschiedliche Verhalten der méglicher- 
weise verschiedenen Eiweiffraktionen angehérigen Agglutinine und 
Antitoxine hingewiesen. Ob und in welchem AusmaBe die Reversibilitat 
der EiweiBveranderungen fiir immunbiologische Wirksamkeit im Sinne 
einer spezifischen toxischen oder antitoxischen Wirksamkeit von Be- 
deutung sind, muB weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. 
Eigene Erfahrungen an elektrodialysierten, agglutinierenden und anti- 
toxischen Seren sprechen allerdings fiir ein zumindest_ teilweises 
Erhaltensein der spezifischen Wirkung nach Verlust der Wasserléslich- 
keit des Substrats. 


1 M. Spiegel-Adolf, 1. ¢. 
2 M.u. S. P. L. Sérensen, C. r. d. trav. d. Lab. Carlsberg 15, 1, 1925. 
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Zusammenfassung, 


1. Gegenstand der vorliegenden Mitteilung bilden Versuche iiber 
das quantitative Verhalten von Seralbumin, Pseudoglobulin und Eu- 
globulin bei der Adsorption an Al (OH), und Mastixsol, iiber die zahlen- 
maBige Eluierbarkeit dieser adsorbierten Proteine und iiber die Be- 
dingungen, unter welchen bei diesem ProzeB die bei der Adsorption 
entstandenen Verainderungen im Sinne einer Denaturierung wieder 
rickgingig gemacht werden kénnen. 

2. Es wird zunachst gezeigt, daB innerhab eines EiweiBkonzen- 
trationsbereiches von 0,2 bis 1,1°, vollstandige Adsorption durch 
Aluminiumhydroxyd nur dann erzielt wird, wenn 0,17 g des letzteren 
durch Zusatz von Alkali zu AICI, in 10 cem der eiweiBhaltigen Lésung 
zum Entstehen gebracht werden. Nachtraglicher Zusatz von Al (OH), 
auch nach Behandlung desselben bei héherer Temperatur, vermag nur 
eine geringere Adsorption zu erzielen. 

3. Die Adsorbierbarkeit der SerumeiweiBkérper nimmt in der 
Reihenfolge: Seralbumin, Pseudoglobulin, Euglobulin zu. 


4. Adsorbiertes Seralbumin und Pseudoglobulin haben ihre Wasser- 
léslichkeit praktisch vollstandig eingebiBt, gleichgiiltig, ob die Ad- 
sorption an Al(OH), oder an Mastix erfolgt ist. 

5. Nachdem das Elutionsvermégen von NH, und HCl untersucht 
worden ist, erwies sich die Elution der adsorbierten verschiedenen 
SerumeiweiBkérper mittels n/100 NaOH bei Einhaltung des urspriing- 
lichen Volumens und zweistiindigem Schiitteln als geeignetes Verfahren. 


6. Die beim Seralbumin bis zu einer Konzentration von 1,6°, 
noch praktisch vollstandige Eluierbarkeit ist beim Pseudoglobulin 
um ein geringes, beim Euglobulin bereits um etwa 66°, vermindert. 
‘Die Eluierbarkeit der SerumeiweiSkérper nimmt in umgekehrter 
Reihenfolge wie die Adsorbierbarkeit derselben zu. 

7. Nachdem der Nachweis erbracht worden ist, daB Hitzefallbarkeit 
in neutralsalzhaltigen Medien auch an bereits nachweislich hitze- 
denaturierten Proteinlésungen beobachtet werden kann, wurden die 
auf ihren Gehalt an wiederléslichen Proteinen zu priifenden Eluate 
von Seralbumin und Pseudoglobulin zur Beseitigung der Na O H dialysiert 
und elektrodialysiert und festgestellt, daB ein Teil des Proteins wieder 
wasserléslich und hitzekoagulierbar geworden ist. 


8. Quantitative Bestimmungen konnten zeigen, dab ahnlich wie 
beim hitzeverinderten Seralbumin das AusmaB des wieder wasser- 
léslich gewordenen Proteins von dem bei der Elution beobachteten 
EiweiB : Lauge-Verhaltnis abhangig ist und zahlenmaBig ungefahr die 
gleichen Ergebnisse aufweist. 
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9. Das Auftreten von wasserlislichen Anteilen in den Eluaten 
von adsorbiert gewesenen Seralbumin- und Proteinlésungen wird in 
Ubereinstimmung mit ahnlichen Erfahrungen an hitze- und alkohol- 
veranderten Proteinen auf eine teilweise Reversibilitat der bei der 
Adsorption entstandenen Veraénderungen durch die Behandlung mit 
Alkali oder Saure zurickgefiihrt. 

10. Es wird auf die theoretische Bedeutung der Reversibilitat 
von durch physikalische Eingriffe hervorgerufenen Veranderungen 
von Eiwei8kérpern fiir das Verstandnis der Denaturierung eingegangen 
und auf die praktische Verwendbarkeit der zahlenmaBigen Erfahrungen 
iiber Adsorption und Elution von Proteinen fiir die Reinigung von 


Immunk6érpern verwiesen. 





Zur Kenntnis der biologischen Wirkung des Arsenats. 


III. Mitteilung: 
Versuche iiber biochemische Veresterung von Arsenat durch Hefe. 


Von 


A. E. Braunstein und M. M. Lewitow. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Volkskommissariats fiir Gesundheits- 
wesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1932.) 


In der ersten Mitteilung dieser Serie! hat der eine von uns zu er- 
weisen gesucht, daB der Einflu8 von Arsenat auf den Kohlenhydrat- 
und Phosphatumsatz tierischer und pflanzlicher Zellen durch die 
gegenwartig vorherrschende, auf Harden? und Meyerhof* zuriick- 
gehende Vorstellung, daB die Arsensiure den Zerfall der Hexosedi- 
phosphorsiure stimuliert, nicht in befriedigender Weise erklart werden 
kann. Die vorliegenden Tatsachen legen die Annahme nahe, dai der 
,.Arsenateffekt‘ dadurch zustande kommt, daB bei dem Abbau der 
Hexosen in Gegenwart von Arsenat an Stelle der Hexosephosphorsaure- 
ester labile Hexosearsensiureester intermediir gebildet werden, die 
dann mit erhéhter Geschwindigkeit zerfallen. 


Ein derartigerMechanismus desArsenateffektes wurde fiir die alkoholische 
Garung bereits von Harden und Young? diskutiert und als unwahrscheinlich 


1 A. E. Braunstein, diese Zeitschr. 240, 68, 1931. 

2 A. Harden u. W. Young, Proc. Chem. Soc. 22, 283, 1906; Proc. Roy. 
Soc. (B) 88, 451, 1911. Neuerdings sieht sich A. Harden (Alcoholic Fermenta- 
tion, 4. Aufl., 1932, S. 160; Alcoholic fermentation in Nord-Weidenhagen, 
Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 115, 1932), hauptsachlich auf Grund von Ver- 
suchen mit Arsenat, veranlaBt, im Zymasekomplex ein besonderes Teil- 
system zu postulieren, das die direkte Vergéirung von Hexosediphosphat 
besorgt; auf der spezifischen Aktivierung von diesem soll der ,,Arsenat- 
effekt*‘ beruhen. 

3 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 183, 176, 1927; Die chemischen Vorginge 
im Muskel. J. Springer, 1930. 
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abgelehnt, da Arsenat im Gegensatz zu Phosphat nicht imstande ist, die 
Garung in phosphatfreien Zymin-Co-Zymasemischungen in Gang zu setzen. 
Es hat auch nicht an Versuchen gefehlt, eine Entmineralisierung von Arsenat 
nach Art der Phosphatveresterung in Gargemischen auf chemischem Wege 
nachzuweisen, jedoch ohne Erfolg (vgl. z. B. Nilsson'). Bei diesen Versuchen 
wurden in der Regel analytische Verfahren angewendet, die neben dem 
anorganischen Arsenat auch das Phosphat erfassen und infolgedessen 
komplizierte und unsichere Berechnungen der Analysenresultate erforderlich 
machen (gravimetrische und kolorimetrische Bestimmungsmethoden mit 
Magnesiamischung oder Molybdatreagenzien); daneben wurde bei der 
Versuchsanordnung nicht in geniigendem MaBe der zu’ erwartenden 
Labilitét der hypothetischen Arsenséureester Rechnung getragen (An- 
wendung saurer Reagenzien, Erhitzung der Proben). 


Wir hielten es fiir angebracht, die Frage nach der Moéglichkeit 
einer biochemischen Veresterung der Arsensaéure im Laufe der Garung 
nochmals in Angriff zu nehmen unter Anwendung einer fiir das Arsenation 
spezifischen Methodik und unter méglichst schonenden Bedingungen 
der Aufarbeitung der Versuchsansétze (grundsitzliche Vermeidung 
saurer Reaktion, Eiskiihlung usw.). 


Bei der Wahl der Versuchs- und Analysenbedingungen lieBen wir 
uns von der zu erwartenden Analogie zwischen den Eigenschaften 
eines hypothetischen Arsenséureesters und denjenigen der ent- 
sprechenden Phosphorséureverbindungen leiten. An Géaransitzen mit 
toluolisierter untergaériger Bierhefe und mit Trockenhefe unter 
giinstigsten Veresterungsbedingungen konnten auf diese Weise Befunde 
erhoben werden, die der Annahme einer Bildung von labilen Hexose- 
arsensdureestern bei der Arsenatgirung groBe Wahrscheinlichkeit 
verleihen. ‘ 

Methodik. 


Das Prinzip der angewendeten Methode beruht auf Abtrennung des 
anorganischen Arsenats und Phosphats von dem organisch gebundenen 
Anteil beider durch Fallung des Gemisches ihrer Magnesiumammoniumsalze 
und auf anschlieBender Bestimmung des Arsenations im Niederschlag 
unter Ausnutzung seiner oxydierenden Eigenschaften durch jodometrische 
Destillationsanalyse. Der Gesamtgehalt der Proben an gebundenem und 
freiem Arsenat wurde in entsprechender Weise nach gelinder Saurehydrolyse 
bestimmt. Im einzelnen gestaltete sich der Analysengang folgenderweise : 

Zu 4cem des m/80 bis m/20 Natriumarsenat enthaltenden abgekiihlten 
Gargemisches werden 6 ccm 2!/,"°,igen eisgekiihlten Ammoniaks zugesetzt 
und die Hefezellen abzentrifugiert. In einem Teil der Versuche wurde das 
Gargemisch mittels Ultrafiltration durch Kollodiummembran (Ultra- 
filterkerzen nach Wilensky*) von den Hefekolloiden befreit. In einer ge- 
eigneten Menge (meist 2 ccm) des Zentrifugats oder Ultrafiltrats wird das 
anorganische Arsenat mitsamt dem Phosphat durch Zusatz von 5 ccm 


' R. Nilsson, Arkiv. Kemi 10, Nr. 7, 1, 1930. 
2 B. Wilensky, diese Zeitschr. 204, 433, 1929. 
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eiskalter Magnesiamischung gefallt. Zur Bestimmung des Gesamtarsenats 
wird die gleiche Menge Zentrifugat mit Salzsiure auf n HCl gebracht. 
20 bis 30 Minuten auf dem kochenden Wasserbad (oder besser bei 70 bis 
80° C) hydrolysiert und nach Abkiihlung das Arsenat in obiger Weise mit 
Magnesiamischung gefallt. Die Proben werden nach 10 Minuten langem 
Stehen in Eis abzentrifugiert, die Fliissigkeit abgehoben und der Nieder- 
schlag zweimal mit kalter, zehnfach verdiinnter Magnesiamischung ge- 
waschen. Der gewaschene Niederschlag wird unter Zusatz von 5 ccm 
dest. Wasser und 2eem konz. HCl zur Lésung gebracht, in den 5 cem 
4° iger KJ-Lésung enthaltenden Destillationskolben eines kleinen Bunsen- 
Apparats iibergefiihrt und dreimal mit insgesamt 10cem dest. Wasser 


nachgespiilt. Der Destillationskolben wird langsam erhitzt und durch 
gelindes Kochen das in Freiheit gesetzte Jod in einen langhalsigen, eis- 
gekiihlten Vorlagekolben iiberdestilliert, der mit 10 cem Wasser + 5 ccm 


4°,ige KJ-Lésung beschickt ist. Das iibergegangene Jod wird mit n/50 
bis n/100 Thiosulfat titriert (vgl. die Antimonséurebestimmung nach 
A. Weller in Treadwells MaBanalyse). Zusatzversuche und Doppelanalysen 
ergeben gut iibereinstimmende Resultate. Nach Bedarf kann im Destillations- 
riickstand nach Alkalisierung und nochmaliger Fallung mit Magnesia- 
mischung das Phosphat mittels der iiblichen Methoden bestimmt werden ; 
das im Riickstand enthaltene Arsenit ist durch Magnesiamischung nicht 
fallbar. 

Die Zusammensetzung der Garansaétze entsprach im allgemeinen der 
fiir die Anhaufung von Hexosephosphaten von Neuberg und Sabetay' 
zur Darstellung von Hexosediphosphat als normal empfohlenen, mit dem 
Unterschied, da8 an Stelle von Phosphat Arsenat hinzugesetzt wurde: 

8g Rohrzucker und '/, bis 1 bis 2g Na,HAsO,. 12 H,O werden in 
40 cem dest. Wasser gelést, mittels verdiinnter HCl kolorimetrisch aut 
pu 6.4 eingestellt und 12 g gepreBte Unterhefe nebst 2 cem Toluol (oder 
4g Trockenhefe) zugesetzt. Nach griindlicher Mischung und Entnahme 
der Anfangsprobe wird im Thermostaten bei 30 oder 35° C bebriitet. 


Experimenteller Teil. 


. In saimtlichen Versuchen mit toluolisierter Unterhefe lieB sich eine 
rasch einsetzende Abnahme des anorganischen As,O, feststellen, die nach 
45 bis 60 Minuten zum gr6Bten Teil abgeschlossen ist und weiter nur langsam 
in asymptotischem Verlauf zunimmt, um etwa 2!/, bis 3 Stunden nach 
Versuchsbeginn zum Stillstand zu kommen (Tabelle I). (Den weiteren 
Verlauf der Kurve in langer als 3 Stunden dauernden Versuchen haben wir 
bisher nicht untersucht; laBt man | bis 2 Stunden bebriitete Ansatze iiber 
Nacht bei Zimmertemperatur stehen, so wird die Abnahme an anorganischem 
As,O,.zum Teil wieder riickgangig.) 

Die maximale Arsenatabnahme erreicht in der Regel 12 bis 16°,,, 
wiahrend Phosphat unter denselben Bedingungen nahezu restlos verestert 
wird*. Unter der Annahme, da8 der frithe Stillstand des Prozesses auf einer 


1 CO. Neuberg u. S. Sabetay, diese Zeitschr. 161, 240, 1925. 

2 In einem einzigen Versuch, in dem das Gesamtarsenat nach H ydrolyse 
nicht bestimmt wurde (Tabelle I, Versuch 1), erreichte die Abnahme des 
anorganischen Arsenats 34,8 °,,. 





Tabelle 1. 


40 cem dest. 


/ 


m/80 bis m/20 Arsenat. 


2 cem Toluol, ferner 


Wasser 


8 ¢ Rohrzucker 


12 ¢ Hefe 


Garansatz: 
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60 A. E. Braunstein u. M. M. Lewitow: 


Vergiftung der Hefe durch die in den ersten Versuchen verwendete etwa 
m/20 Arsenatkonzentration beruhe, wurden Versuche mit kleineren Arsenat 
mengen (m/40 und m/80) vorgenommen. Jedoch erreichte die maximal 
Abnahme des anorganischen As,O, auch bei diesen Konzentrationern un 
gefihr die gleichen relativen Werte, etwa 12 bis 15°, der zugesetzter 
Menge; es hat den Anschein, als wenn sich eine Art von Gleichgewicht 
einstellte. 

Werden die Proben 20 bis 30 Minuten mit n HCl hydrolysiert, so findet 
man das zugesetzte Arsenat nahezu quantitativ in anorganischer Form 
wieder, mit Ausnahme eines sehr kleinen Fehlbetrages, der aller Wahr 
scheinlichkeit nach auf eine Reduktion des Arsenats zu Arsenit zuriick 
zufiihren ist, die zum gréB8ten Teil waihrend der Hydrolyse erfolgt, da ein 
solcher Verlust auch dann eintritt, wenn man die Anfangsprobe mit n H (| 
.hydrolysiert*; der Verlust in den spaéter entnommenen Proben ist etwas 
gréBer, wohl infolge von .,phytochemischer‘‘ Reduktion des Arsenats in 
den Géaransétzen. Da letzterer Verlust jedoch sehr klein ist, wurde e1 
nicht beriicksichtigt und bei der Ermittlung des gebundenen Arsenat- 
anteils der Anfangsgehalt an anorganischem Arsenat der Berechnung 
zugrunde gelegt. 

Dieselbe durch gelinde Saéurehydrolyse umkehrbare Bindung von 
anorganischem Arsenat beobachteten wir in Giransaétzen mit Trockenhefe 
(Tabelle Il, Versuch 10 und 11). Hier scheint eine betrachtlichere Ab- 
nahme erzielbar zu sein (20°,, oder mehr), jedoch sind die bisherigen Ver- 
suche nicht zahlreich genug fiir eine bestimmte Aussage hieriiber. 


Tabelle 11. 





Anorganisches As, 05, mg pro 1 ccm 


Ver- eres we paces —_—* 
such Giransatz Zeit Ohne Nach Abnahme 
Nr Hydzse- | Hydro- |___ E 
lyse lyse mg 0% 
A. 12g Hefe, 8 ¢ Rohrzucker, | 0 372 
75 Taccer. 2 cam " ae dt - al 
40 cem Wasser, 2 cem Toluol, | 1 Std. 326 368 046 12.4 
m/40 Arsenat 


© 


B. Desgl., Ultrafiltrat (etwas | 0 = = 


verdiinnt) | Std. 0,30 12.0 


bo 
to 
~~ 
bo 
or 
© 


4g Trockenhefe, Sg Robhr- | 0 
10 zucker, 40 cem Wasser, m'20 | 45 Min. 
| Arsenat | 1 Std. 


0,65 9,7 
6,02 099 158 


HAND 
toto 
© G3 GO 
S 
t 
© 


11! Wie in Versuch Nr. 10, Ultra- | 


\ filtrat | 1 Std. 6,45 7,60 1,15 15,1 


| 12¢ Hefe, 40cem Wasser, | 0 7.00 7.08 » z's 
12 2 cem Toluol, m/20 Arsenat eas Ae . 8 
| (Kontrolle ohne Zucker) | 35 Min. 6,94 7,00 || 0,06 0, 
40cem 20% ig. Rohrzucker, 0 6.46 
13 2eem Toluol, m/20 Arsenat | : “er . 
|| (Kontrolle ohne Hefe) | [80 Min. | 646 | 6,46 


—) 
| 


4 ¢ Glucose, 4 g Fructose, 40 cem 0 4.98 
14 4) Wasser, m/25 Arsenat (Kon- 1 Std 492 470 006 12 
trolle ohne Hefe) : ’ ’ ’ 
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Die gleiche Erscheinung laéBt sich im kolloidfreien Ultrafiltrat fest- 
stellen (Tabelle II, Versuche 9 und 11); es handelt sich folglich nicht um 
Behinderung der Fallung von anorganischem Arsenat durch Adsorption an 
den Koiloiden der Hefe. 


Mit Trichloressigsiure enteiweiBte Filtrate enthalten dagegen nur 
kleine und unbestandige Mengen von gebundenem Arsenat. Filtriert man 
die Hefezellen aus einem | bis 2 Stunden gegorenen Ansatz ab und 1]aBt 
das Filtrat (px etwa 6) bei 10°C iiber Nacht stehen, so findet man das 
ganze Arsenat in anorganischer Form vor; wird dagegen mit Ammoniak 
alkalisiertes Filtrat bei Zimmertemperatur stehengelassen, so ist noch nach 
48 Stunden eine betrachtliche Menge von gebundenem Arsenat vorhanden. 
Die entstehende Verbindung ist demnach in alkalischem Medium relativ 
stabil, dagegen sehr empfindlich gegen saure Reaktion. 


Um die Méglichkeit einer spontanen chemischen Umsetzung zwischen 
Zucker und Arsenat auszuschlieBen, wurden Kontrollversuche mit Arsenat 
und Rohrzucker oder Fructose + Glucose zu gleichen Teilen ohne Hefe 
angestellt, die jedoch glatt negativ verliefen (Tabelle Il, Versuch 14). 


Desgleichen erwies sich die Anwesenheit von Zucker als unumgéanglich 
fir den ProzeB: zu zuckerfreien Hefesuspensionen nach Ablauf der Selbst- 
girung zugesetztes Arsenat wird nicht gebunden (Tabelle Il, Versuch 12). 

Wir versuchten ferner das vermutlich in Form von Hexose-estern ge- 
bundene Arsenat zu fallen, unter Voraussetzung der Ahnlichkeit ihrer 
Eigenschaften mit den entsprechenden Phosphorséureestern. 


Zu diesem Zwecke wurden in gréBeren Mengen von gebundenes Arsenat 
enthaltendem ammoniakalischen Filtrat oder Ultrafiltrat alles anorganische 
Arsenat + Phosphat mit Magnesium- oder Bariumacetat ausgefallt. Im 
Filtrat von dieser Fallung wurde nach weiterem Zusatz von Ba-Acetat und 
Einstellung auf ein pH von etwa 8,0 durch rasches Erwiairmen auf 70° C 
ein Niederschlag erzeugt, der heiB abgenutscht und gewaschen wurde. 
Das Filtrat von diesem als ,,Diesterfraktion** bezeichneten Niederschlag 
wurde nach dem Erkalten mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzt, 
wobei ein weiterer Niederschlag ausfiel die ,,Monoesterfraktion** 
welche abzentrifugiert und mit 50°,, Alkohol gewaschen wurde!. In beiden 
Niederschlagen wurde der Gesamtgehalt an Arsenat durch Auflésung in 
n HCl, 30 Minuten Hydrolyse, Fallung mit Magnesiamischung usw. be- 


Tabelle III. 





Anorganisches As, O; mg cem Gebundenes 
Ver- eee ee a As,U, mg cem 
such Giransatz Zeit Ohne Nach Abnahme (MM = ,,Monoester- 
Nr. Hydro- Hydro- fraktion’*, D = 
lyse lyse mg ¢ Diesterfraktion**) 


[30 Hee, 20 g Rohr- o | 628 | 60s 


zucker, 100 com ! 1 seq.) 5.61 6.02 0,67 10,7) M—O19) oc, 
Wasser, 5 ccm To- | D — 043 | 0,62 


luol, m/20 Arsenat 


1 Vgl. C. Newberg u. M. Kobel, in Oppenheimer-Pincussen, Die Fermente 
4, 406, 1929. 
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stimmt. Das alkoholische Filtrat nach der Fallung der ,,Monoesterfraktion 
enthalt nur Spuren von Arsenat. 

Es ergab sich, da8 die Summe der in beiden Niederschlagen vor 
handenen Arsenatmengen sich befriedigend mit der direkt ermittelte: 
Abnahme des anorganischen Arsenats deckt (siehe z. B. Tabelle LIT). Dabe 
enthalt die ,,Diesterfraktion*’ zwei Drittel bis drei Viertel des gebundenen 
Anteils, die ,,Monoesterfraktion** ein Viertel bis ein Drittel. 

Weitere Versuche zeigten jedoch, da8 diese Niederschlige samtliches 
Arsenat bereits nur in anorganischer Form enthalten Die labile Bindung muf 
bei dieser oder jener Etappe der wenig schonenden Behandlung gesprengt 
worden sein. Ebenso erfolglos blieben unsere iibrigen Versuche, das labi! 
gebundene Arsenat auf andere Weise zu isolieren oder naiher zu kenn 
zeichnen. Die Versuche werden fortgesetzt. 

Um so bedeutsamer sind unseres Erachtens die Ergebnisse von Ver 
suchen, die Bindung von Arsenat in Garansiatzen durch elektive Gift 
wirkung aufzuheben. Verwendet wurden Monojod- und Monobromessig 
siure, die bekanntlich spezifische Gifte des Garungs- und insbesondere des 
Veresterungsvorganges vorstellen (Yamasaki'!, Nilsson, Zeile und Euler®). 
Die Versuche mit Monojodacetat muBten alsbald aufgegeben werden, da 
dieses weitgehende Verluste von Arsenat durch Reduktion verursacht. 
Dagegen wurde in Gegenwart von Monobromacetat (1: 2500 und 1: 5000) 
starke Hemmung der Arsenatabnahme (durchschnittlich um 50°.) beob- 
achtet (Tabelle IV). Der stimulierende Effekt von Arsenat auf die Hexose- 
diphosphorsaéurevergérung wird nach Macfarlane® ebenfalls durch Mono- 
jodacetat aufgehoben. 


Tabeile IV. 





Anorganisches As, 0;, mg/eem 





Ver- visetinieai ———_ Mes POP 2 

such Giransatz Zeit Ohne Nach Abnahme 

Nr. Hydro- | Hydro- |___ 
lyse lyse mg 9/9 
A. 12g Hefe, 8g Zucker,; 

= 7 “ | 0 5,80 -_ ae = 
40 cem Wasser, 2cem Toluol,)) - . mig Se " : 
16 m/20 Arsenat | 50 Min. 5,30 5,74 0,50 8.6 
| B. Desgleichen+CH, Br.COOH{ 0 5,85 oo _ 
' (1 : 5000) | 50 Min. | 5,57 5,76 0.28 4.8 
= , ‘ { 0 6,72 — neds aa 
™ || A. Wie Versuch 16 A | 1Std. 6,03 668 069 108 
; | B. Desgleichen+CH,Br.COOH( 0 696 | — a ie 
(1 : 2500) \ 1 Std. 6.53 6,69 033 48 

ia) ae . . { 0 6,09 _ -- 7 
Fe aah iio a antes | 1Std. | 556 597 058 87 
| B. Desgleichen+CH, Br.C OOH 0 * i o én 
(1 : 2500) \) 1 Std. 5,85 6,00 028 46 


' TJ. Yamasaki, diese Zeitschr. 228, 123, 1930. 

2 R. Nilsson, K. Zeile u. H.v. Euler, Zeitschr. f. phys. Chem. 194, 
53, 1931. 

3 M.G. Macfarlane, Biochem. J. 25, 822, 1931. 
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Die Frage, ob in unseren Versuchen tatsachlich eine ,,Arsenylierung* 
von Hexose stattgefunden hat, muB unentschieden bleiben, bis es 
velungen ist, die Verbindung zu isolieren oder wenigstens durch charak- 
teristische Reaktionen naher zu kennzeichnen. Die Gesamtheit der 
hier mitgeteilten experimentellen Befunde laBt jedoch diese Annahme 
sehr wahrscheinlich erscheinen und kann wohl kaum auf andere Weise 
erklart werden. In bezug auf die Deutung der biologischen Wirkung 
von Arsenat im Lichte dieser Annahme sei auf die Diskussion zu der 
ersten Mitteilung (Braunstein, 1. c.) verwiesen; dort ist gezeigt, dab 
der Mechanismus des ,,Arsenateffektes** bei der Garung und Glykolyse 
zwanglos durch die intermediare Bildung labiler Hexose-arsensaure- 
ester erklart werden kénnte. 








Zur Frage des Bindungsortes von Schwermetallen an Eiweib. 


Von 
Fritz Lieben und Luise Liéwe. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 9. Juni 1932.) 


Im Verlaufe der Arbeiten des einen von uns, mit dem Zwecke, 
Bindungsort und -gesetzmaBigkeit von zu Proteinen zugesetzten 
Substanzen zu ermitteln, haben wir die Bindungsverhaltnisse zwischen 
Schwermetallen und EiweifS in den Bereich unserer Untersuchungen 
gezogen. Trotz des groben Umfanges der Literatur iiber diesen Gegen- 
stand herrscht namlich in der Frage, von welchen Gruppen im Eiweif 
z. B. als Salz zugesetztes Kupfer oder Silber eigentlich gebunden wird, 
durchaus keine Klarheit. 


Man findet, speziell iiber Kupfersalze, die altere Literatur von J. Ros: 
(1833), Mitscherlich (1837) usw. angefangen bei Harnack'. Spater traten 
iiber den Charakter der Bindung Meinungsverschiedenheiten zutage. Das 
Bestehen einer gew6hnlichen chemisch-stéchiometrischen Bindung zwischen 
¥rotein und Schwermetall wurde auf Grund ihrer Versuchsergebnisse von 
Galeotti, sowie von Pauli und seiner Schule* in Abrede gestellt; andere 
_Forscher, wie Bonamartini und Lombardi*, ferner Lippich’, hielten an dem 
chemisch-stéchiometrischen Charakter der Verbindung fest. Weitere 
zahlreiche Arbeiten behandelten die Frage wesentlich vom physikalisch- 
chemischen Gesichtspunkt. Allerdings hatte Pauli zuerst (schon 1899) die 
Aminosaéurestruktur der Proteine als fiir ihr Metallbindungsvermégen aus- 
schlaggebend bezeichnet. Eine Ubersicht iiber die neuere Literatur wird 
in einer interessanten Mitteilung von Smythe und Schmidt® gegeben; diese 
Autoren untersuchen die Verbindungen von Eisen mit Proteinen und fragen 
vor allem nach den Gruppen im EiweiB, die fiir diese Bindung verantwortlich 
sind. Sie priifen, gewissermaBen als Modelle, bestimmte organische Saéuren 


! E. Harnack, Zeitschr. f. physiol. Chem. 5, 198, 1881. 

2 @. Galeotti, ebendaselbst 40, 492, 1903; 42, 230, 1904. 

3 W. Pauli, Hofmeisters Beitr. 6, 233, 1905 und zahlreiche spatere 
Arbeiten in dieser Zeitschrift. 

4 G.Bonamartiniu. M. Lombardi, Zeitschr.f. physiol. Chem. 58, 165, 1908. 

5 F. Lippich, ebendaselbst 70, 360, 1911; 90, 236, 1914. 

8 C. V. Smythe u. C. A. L. Schmidt, J. of biol. Chem. 88, 241, 1930. 
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F. Lieben u. L. Lowe: Bindungsort v. Schwermetallen an EiweiB. 


(Oxyséuren, Dicarbonséuren, Aminosaéuren usw.) auf ihre Fahigkeit, Eisen 
in nichtdissoziierter Bindung aufzunehmen. und bringen das Vorhandensein 
solcher Gruppen in Proteinen (Casein, Gelatine) mit deren Aufnahmefahig- 
keit fir Eisen in Zusammenhang. Danach wire das Metall also doch mit 
bestimmten Gruppen im EiweiB verbunden. In neueren, umfangreichen 
Untersuchungen von £ttisch und seinen Mitarbeitern! wurde die Reaktion 
zwischen alkalischer EiweiBlésung und Kupfer durch Ermitthing ihrer 
elektromotorischen Kraft untersucht; bei diesem, der Biuretreaktion ent- 
sprechenden Vorgang wird eine Bindung des Kupfers an den Stickstoff 
des Proteins angenommen. Von groBem Interesse ist der in der letzten 
schon wahrend der Ausfiihrung dieser Arbeit erschienenen Mitteilung 
enthaltene Plan, eine elektrochemische Analyse der Proteine auf der potentio- 
metrischen Messung ihrer Affinitaét zu Kupfer zu basieren; dabei werden im 
Casein zwei verschiedene Gruppen als maBgebend angenommen, die inner- 
halb des pr 9,7 bis 12,6, also in deutlich alkalischem Bereich, in Aktion 
treten. Jedenfalls halt auch Ettisch an dem Vorhandensein bestimmter 
metallbindender Gruppen fest. 


Nun mégen fiir die Metallbindung wohl wirklich verschiedene 
Gruppen, namentlich unter verschiedenen Versuchsbedingungen 
(pa usw.) in Betracht kommen. In vorliegender Studie sollen lediglich 
folgende zwei Fragen behandelt werden: T'ritt bet einer dem Neutral- 
punkt nahen Reaktion das Schwermetall an dieselbe Stelle, die das Alkali- 
metall einnahm bzw. verdrdngt es das letztere aus seiner Bundung? Ferner 
besteht unter diesen Versuchsbedingungen irgendein Grund dafiir, anzu- 
nehmen, dap das Alkalimetall an anderen Stellen gebunden wird als an 
den Carboxylgruppen ? 


I. 

Es wurde zur ersten Orientierung Casein in n/10 Kalilauge geldst, 
mit der aquivalenten Menge m/4 Kupfersulfat versetzt, der Nieder- 
schlag sofort abfiltriert und, zuerst ohne, dann mit Nachwaschen im 
Filtrat auf Kaliumionen mit Hexanitritokobaltnatrium gepriift. Es 
war weder Kalium noch EiweiB vorhanden, wohl aber etwas Kupfer 
und Sulfation. Lést man aber 5g Casein in 45 ccm n/10 KOH, setzt 
9cem m/4 CuSO, zu, laBt diber Nacht stehen und filtriert, so findet 
man nach Beseitigung des Kupfers und der EiweiBspuren im neutrali- 
sierten Filtrat eine deutliche Fallung mit dem Kobaltreagens. 

Zur quantitativen Bestimmung wurde im Filtrat bzw. Dialysat 
mit konz. Schwefelsiure angesiuert, Schwefelwasserstoff eingeleitet, 
das durchfiltrierte bzw. -dialysierte Kupfer als Sulfid abfiltriert, im 
Filtrat der Schwefelwasserstoff beseitigt und iiber freier Flamme 
vorsichtig in einer gewogenen Platinschale eingeengt; der verkohlende 
EiweiBrest wird mit Ammonnitrat abgeraucht und unter nochmaligem 


1 G. Ettisch u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 230, 68, 93, 115, 129, 1931; 
239, 48, 1931; 245, 189, 1932. 
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Zusatz von konz. H,SO, die Lésung von Kaliumsulfat zur Trockne 
gebracht und schlieBlich das Salz gewogen. Die in das Filtrat bzw. in 
den Dialysierschlauch getretene EiweiBmenge wird in einer besonderen 
Probe durch Stickstoffbestimmung nach Ajeldahl gemessen. Der 
Ascheriickstand von Casein (Hammarsten) allein beim Abrauchen mit 
konz. H,SO, ergab fiir 1g 7,5 mg, was natiirlich nur bei gréBeren 
durchgetretenen EiweiBmengen eine Rolle spielen kann und in solchen 
Fallen durch eine Korrektur berichtigt wurde. 

Schon die ersten Versuche, bei denen der Kupfer-EiweiBniederschlag 
abfiltriert wurde, zeigten, dal} meistens der gr6éBte Teil des Kaliums 
ins Filtrat tibergegangen war. Wir bedienten uns dann _ stets der 
Dialyse, z. B.: 

5g Casein (Hammarsten) + 45cem n/l0 KOH + 30cem H,O 
+ 9cem m/4 CuSO,; steht 24 Stunden im Eiskasten; die Fliissigkeit samt 
Niederschlag wird in einen Dialysierschlauch gebracht und gegen 250 ccm 
Wasser dialysiert; nach 24 Stunden wird die AuBenfliissigkeit durch frische 
250 cem Wasser erneuert, die Innenfliissigkeit wird auf 150 ccm gehalten. 
Die vereinigten Dialysate werden nach Entfernung der kleinen Menge 
Kupfer, wie oben angegeben, behandelt. Man erhalt Kaliumsulfat : 0,3015 ¢ 
das sind 0,1353 g Kalium, das sind von den (unter Beriicksichtigung des 


Faktors der Kalilauge) insgesamt vorhandenen 0,160 g Kalium: 84,6°,, das 
Eiweif nach Kjeldahl-Bestimmung ist 0,0143 g (0,28°,). 


Ein Kontrollversuch ohne Zusatz von Kupfersulfat liefert, da ja 
hier eine Eiwei®fallung nicht auftritt, eine gréfere Menge von Eiweifs 
in der AuBenfliissigkeit und gleichzeitig eine ihr beinahe dquivalent: 
Kaliwmmenge, z. B.: 

5 g Casein in 45 ccm n/10 KOH; Versuchsanordnung wie oben; Kalium 
in der AuBSenfliissigkeit 0.0499 g (unter Beriicksichtigung des Aschen- 
riickstandes), EiweiB nach Kjeldahl 1,566 g, dem im Verhiltnis des urspriing- 
‘lichen Zusatzes 0,0551 g Kalium entsprechen wiirden. 


Steigert man bei sonst gleichem Ansatz und Versuchsbedingungen 
den Kupferzusatz von der dem Kalium aquivalenten auf die doppelte 
Menge (also in obigem Ansatz 18 ccm m/4 CuS0O,), so wird die ver- 
dringte Menge Kalium noch erhéht; z. B. 96% des vorhandenen 
Kaliums und 1°, Casein. 


Wir stellten auch Dauerversuche an, in denen der obige Ansatz 
mit 9 bzw. 18 cem CuSO, zuerst 14 Tage im Eiskasten stand, bevor 
er der oben beschriebenen Verarbeitung unterzogen wurde. Es ergab 
sich, daB man in Prozenten der gesamten zugesetzten Menge weniger 
Kalium in der AuBenfliissigkeit findet als bei den kurzdauernden Ver- 
suchen, z. B. bei Zusatz der aquivalenten Menge Kupfersulfat 63°, 


des vorhandenen Kaliums, der doppelten Menge 76°,; die Eiweil- 


mengen halten sich unter 1 °,, des verwendeten Caseins. 
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Es war bei Verwendung des sauer reagierenden Kupfersulfats 
méglich, daB an der Verdrangung des Kaliums auch Wasserstoffionen 
beteiligt sein kénnten. Wir betrachteten daher die Verhaltnisse auch 
bei dem neutralen Silbernitrat. 

Bei Anwendung einer dem vorhandenen Kalium aquivalenten Menge 
von AgNO, fanden sich in der AuBenfliissigkeit im Mittel 80°, des ersteren, 
aber 16°, EiweiB, da die Silberfaillung des Caseins keine vollstandige war. 
Bei Beobachtung entsprechender Vorsicht beim AgNO,-Zusatz (Ver- 
meidung zu starken Schiittelns usw.) kann auch bei diesem Versuch nur 
0,5°, Casein in die AuBenfliissigkeit treten.] Mit der doppelt-aquivalenten 
Menge Silber tritt 98 bis 100°, des Kaliums aus und 0,3 bis 0,6°,, Casein. 
Ein Dauerversuch von 15 Tagen unter den zuletzt erwahnten Versuchs- 
bedingungen ergab wieder den niederen Wert von 69°, Kalium als heraus- 
diffundiert mit 0,3°,, Casein. 

Es kann nach diesen Ergebnissen keinem Zweifel unterliegen, 
dap Kupfer und Silber bei ihrer Verbindung mit Casein unter den vor- 
liegenden Versuchsbedingungen das Kalium fast quantitativ verdrdngen, 
da das gleichzeitig in minimaler Menge herausdiffundierte EiweiB an 
dem Kaliumtransport natiirlich keinen in Betracht kommenden Anteil 
hat. Das Schwermetall tritt im EiweiB an die Stelle des Alkalimetalls. 
Ist kein Schwermetall vorhanden, so entspricht das in die AuBenfliissig- 
keit tretende Kalium seiner Menge nach ungefaihr dem gleichzeitig 
dialysierten EiweiB, d.h. es besteht fast dasselbe Verhaltnis Kalium 
: EiweiB, wie in der urspriinglichen Lésung. 


Il. 


Man kann nun weiter fragen, sitzen die Kaliumionen wirklich, wie 
gewOhnlich angenommen wird, ausschlieBlich an den Carboxylgruppen, 
oder besteht irgendein Hinweis dafiir, daB auch etwa die freien Amino- 
gruppen, wie vielfach in Formelbildern angenommen, an der Bindung 
der Metalle partizipieren ? Zu dieser Frage wird im folgenden ein kleiner 
Beitrag zu liefern versucht, indem gepriift wurde, inwieweit zugesetzter 
Formaldehyd, der sich bekanntlich an die freien Aminogruppen an- 
lagert, das Verhalten der Kaliumionen mit oder ohne Schwermetall- 
zusatz beeinfluBt. 

Versuch. 

5 g Casein in 45cem n/10 KOH + 25cem H,O + leem 40% ig. Form- 
aldehyd; die Flissigkeit bleibt homogen; nach 6 Stunden: Zusatz von 9 ccm 
m/4 Kupfersulfat; nach Stehen iiber Nacht im Eiskasten wird zweimal je 
24 Stunden gegen je 250 ccm Wasser in der AuBenfliissigkeit dialysiert ; 
es werden daselbst 63°, des vorhandenen Kaliums und 6,22°,, des Caseins 
gefunden; bei Anwendung von 18 ecm m/4 CuS0O,: 76° Kalium und 0,24°, 
Casein. Bestimmt man nun auch die in die AuBSenfliissigkeit getretene 
Kupfermenge (als CuQ), so erhalt man im Formaldehydversuch 13,2 und 
15mg Kupfer, also von den im ganzen zugesetzten 143 mg Kupfer rund 10°, 


5* 
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wahrend im Versuch ohne Formaldehyd 20,7 und 21,3 mg Kupfer aus 
treten, also im Mittel 14,7°,. 

Wir sehen, daB der Formaldehyd, der doch die Tendenz hat,* mit 
den freien Aminogruppen zu reagieren, und etwa dort vorhandene Ionen 
zu verdringen, weder mehr Kalium- noch mehr Kupferionen in di: 
AuBenflissigkeit beférdert, im Gegenteil — wohl durch physikalische 
Verinderung der Beschaffenheit des Kupfer-EiweiBniederschlags 
eine Zuriickhaltung dieser Ionen in der Innenfliissigkeit begiinstigt 

Eine Beeinflussung des Austritts von Anionen, der Sulfationen 
des Kupfersulfats durch HCOH findet iiberhaupt nicht statt. Bei 
Anwesenheit und Abwesenheit von HCOH wurde bei obiger Versuchs- 
anordnung 76 bis 78°, der vorhandenen Sulfationen in der AuBen- 
fliissigkeit (als Bariumsulfat) bestimmt. Es scheint, daB auch die 
Sulfationen des Kupfersulfats gar nicht oder nicht wesentlich mit den 
Aminogruppen des Caseins in Reaktion treten. 

Ohne Schwermetallsalz gestaltet sich der Versuch folgendermaBen : 

a) 5g Casein in 45cem n/10 KOH, nach Lésung: Dialyse durch 
zweimal je 24 Stunden gegen je 250 cem Wasser; in der AuBenfliissigkeit 
werden — bei guter Ubereinstimmung der Einzelversuche gefunden: im 
Mittel 1,44 ¢ EiweiB, also 29°, des vorhandenen EiweiBes, sowie (unter 
Beriicksichtigung des Gewichts der EiweiBasche) 0,045°, Kalium, also 
28°, des vorhandenen Kaliums. 

b) Derselbe Versuch unter Zusatz von | cem 40°, ig. HCOH, mit dem 
die Fliissigkeit vor der Dialyse 6 Stunden steht: Es treten nunmehr aus 
(im Mittel) 1,22 g EiweiB, das sind 24,4°,, mit 0,0532 g¢ Kalium, das 
sind 35,9”. 

Wir sehen, daB hier in den Formaldehydversuchen aus der homo- 
genen Lésung wieder etwas weniger EiweiB in die AuSenfliissigkeit 
tritt als bei den Versuchen ohne Formaldehyd; die herausdiffundierte 
Kaliummenge erscheint allerdings gegeniiber den Versuchen a) etwas 
erhéht, doch kann dieser Befund nicht ausreichend sein, um auf 
irgendeine wesentliche Verdringung der Kaliumionen durch den Form- 
aldehyd zu schlieBen; in den Versuchen ohne Formaldehyd sind die 
Kalium- und Eiwei&Bmengen aquivalent dem urspriinglichen Ansatz. 

Es interessierte uns noch, zu erfahren, ob der Formaldehyd etwa 
eine andere Wirkung ausiibt, wenn er vor Zusatz der Kaliumionen mit 
dem Eiwei8 in Reaktion treten kann. Dies wurde bei dem wasser- 
léslichen Serumalbumin untersucht. 


Es wurden 200cem einer 1,84° ig. wasserigen Lésung von Serum- 
albumin mit 2 ccm 40° ,ig. HCOH 6 Stunden stehengelassen, dann 50 ecm 
n/10 KOH zugefiigt; nach dreitagigem Stehen im Eiskasten wird zweima! 
je 24 Stunden gegen 250 cem Wasser dialysiert. Im Mittel von drei Ver- 
suchen wurden in sehr guter Ubereinstimmung 67,4°,, des vorhandenen 
Kaliums und 2,8°,, des EiweiBes in der AuBenfliissigkeit gefunden. Analoge 
Versuche ohne Formaldehyd ergaben 87,2°, Kalium und 10,9°, Eiweif. 
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Hier ist demnach wieder eine erhéhte Kaliumdiffusion infolge 
etwaiger Besetzung der freien Aminogruppen nicht zu bemerken, sondern 
umgekehrt eher eine Hemmung der Diffusion, wie bei den oben zitierten 
Versuchen mit Kupferfillung. Bei dem Versuch ohne Formaldehyd 
sind die herausdiffundierten Kalium- und EiweiBmengen hier nicht 
iquivalent, es tritt vielmehr fast alles Kalium in die AuBenfliissigkeit, 
was mit den Eigenschaften des Serumalbumins, das, zum Unterschied 
zum Casein, nicht Saurecharakter besitzt, zusammenhingen mag. 


Zusammenfassung. 

Uberblicken wir die Ergebnisse dieser Studie, deren experimentelles 
Material natiirlich zu geringfiigig ist, um die aufgeworfenen Fragen 
zu entscheiden, so 14Bt sich immerhin folgendes entnehmen: 

1. Bei einer dem Neutralpunkt nahen Reaktion tritt bei Casein 
(Hammarsten), das in Kalilauge gelést wurde, bei Fallung sowohl mit 
Kupfersulfat, wie mit Silbernitrat das Kupfer bzw. Silber an die 
Bindungsstelle des Kaliums, da dieses bei Dialyse fast quantitativ in 
der AuBenfliissigkeit erscheint, nur von minimalen Eiweifimengen 
begleitet. 

2. Die Frage nach dem Bindungsort der Kaliumionen wird unter 
den obigen Versuchsbedingungen in bezug auf freie Aminogruppen 
untersucht, und dabei Formaldehyd, sowohl nach Auflésung in Kali- 
lauge wie beim Casein, als vor Zusatz der Kaliumionen, wie beim Serum- 


albumin, verwendet. Es ergibt sich aus den Versuchen kein Anhalts- 
punkt dafiir, da Kaliumionen an den Aminogruppen'gebunden werden. 
Die Frage nach einer Bindung am Stickstoff itiberhaupt wiirde auch 
eine Einbeziehung der Iminogruppen der Peptidbindungen notwendig 
machen und wird in dieser Mitteilung nicht behandelt. 














Uber den Abbau 
von Glucose, Fructose und Glucosamin durch Bakterien. 


Von 
Fritz Lieben und Luise Léwe. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 9. Juni 1932.) 


Vor einiger Zeit hat der eine von uns mit Gabriele Ehrlich' den 
Abbau von Glucose und Fructose durch Bacillus coli untersucht; es 
ergab sich ein Vorangehen der Fructose um etwa 10 bis 15°,. Wir 
fiihren im folgenden einige weitere vergleichende Versuche mit Bacillus 
proteus und Bacillus prodigiosus an, deren Veréffentlichung sich aus 
auBeren Griinden verzégert hat. Wir haben auch das Verhalten von 
Glucosamin gegen Bac. prodigiosus untersucht, da uns eine neue Be- 
stimmungsmethode dieses Aminozuckers aus dem hiesigen Institut * 
zur Verfiigung stand. 

Als Vorbedingung fiir die Eignung der Mikroorganismen war, 
abgesehen von der Fahigkeit, iiberhaupt Kohlenhydrate anzugreifen, 


. weiter zu fordern, daB dieselben beim Wachstum in der Nahrfliissigkeit 


eine homogene Suspension bilden, so daB es méglich war, durch Entnahme 
von bestimmten gleichen Fliissigkeitsmengen auch —- angenahert 
die gleichen Bakterienmengen der Glucose- bzw. Fructoselésung 
zuzufiihren. 

Dies ist z. B. nicht méglich bei den Schimmelpilzen (Mucorarten) 
und bei Rhizopus, die dementsprechend auch keine regelmaBigen 
Resultate liefern konnten*. Wohl aber erhielten wir homogene Suspen- 
sionen aus den Schragagarkulturen von Bacillus proteus vulgatus Hauser 
und Bacillus prodigiosus Horvath, die wir aus dem Serotherapeutischen 


1 F. Lieben u. G. Ehrlich, diese Zeitschr. 216, 4, 1929. 

2 F. Zuckerkandl u. L. Messiner-Klebermass, ebendaselbst 236, 19, 1931. 

8% Diese Versuche, sowie die folgenden mit Bac. proteus, wurden in 
Gemeinschaft mit Herrn cand. med. Stefan Reiner durchgefiihrt, wofiir ihm 
bestens gedankt sei. 
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F. Lieben u. L. Léwe: Abbau v. Glucose usw. durch Bakterien. 7] 


Institut der Wiener Universitat, sowie der Sammlung fiir Mikrobiologie 
(Prof. Pribram) bezogen. 


Das Vermégen der erwaihnten Mikroorganismen, Zucker anzugreifen, 
war bekannt. Fiir den Abbau von Saccharose durch Bac. prodigiosus 
vgl. z. B. Lemoigne!. Was das in bezug auf Bakterieneinwirkung noch 
wenig bearbeitete Glucosamin betrifft, seien die Untersuchungen von 
Abderhalden und Fodor? und K. Meyer*® erwaihnt, bei denen mit ver- 
schiedenen Mikroorganismen Saure- und Gasbildung beobachtet wurde. 
Neben anderen Stémmen untersuchte Takao* auch die Einwirkungs- 
produkte von Bac. prodigiosus auf Glucosamin und fand dabei 1-Milch- 
siure. Die Vergirbarkeit von Glucosamin durch Coli- und Lactis 
aerogenes-Stamme zeigten Hees und Tropp’®. 


A. Proteus. 


Es wurde von der Schrigagarkultur zunachst in eine sterilisierte 
Hefeabkochung wberimpft. 

1/,kg reine sterilisierte Mauthnersche PreBhefe in 2 Liter Wasser wird 
1 Stunde gekocht, filtriert, nach abermaligem Kochen ('/, Stunde) auf 
4 Liter verdiinnt (px 6,2); dieses Volumen wird an drei aufeinanderfolgenden 
Tagen je '/, Stunde lang im Sterilisator mit Wasserdampf erhitzt. In den 
eigentlichen Proben (s. Tabelle I, Nr. 1 bis 3) wurden je 90 cem dieser Ab- 
kochung mit je 1 g Zucker (Glucose oder Fructose) versetzt und die Erlen- 
meyer-K6lbchen abermals einer Sterilisierung von 1'/, Stunden unterzogen. 
Von der geimpften Hefeabkochung, die nach zwei- bis dreitigigem Stehen 
im Brutofen bei 37° durch Bakterienwachstum stark getriibt ist, werden 
je 10 ccm der homogenen Suspension den Zuckerproben zugesetzt, deren 
Volumen mithin 100 cem betragt. 

Nach erfolgter bakterieller Einwirkung wurde, wie in der zitierten 
Arbeit von Lieben und Ehrlich (1. c. 8. 9), mit HgCl, das EiweiB gefallt, 
das Quecksilber beseitigt usf. und die Bestimmung nach Pavy-Kuma- 
gawa-Suto ausgefiihrt. Durch ungeimpfte, analog behandelte Kontroll- 
proben wurde konstatiert, daB ohne Bakterien ein Abbau nicht erfolgt. 
In den Versuchen (s. Tabelle I, Nr. 4), wo Glucose und Fructose zu je 0,5 g 
im selben K6lbchen der Bakterieneinwirkung ausgesetzt waren, wurde 
auBer der Methode von Pavy fiir die Gesamtmenge der Hexosen, die 
Methode von Kruisheer® zur Bestimmung der Fructose allein heran- 
gezogen. 


~ 


M. Lemoigne, zit. nach Chem. Centralbl. 1919, IIT, 198. 

E. Abderhalden u. A. Fodor, H. 87, 214, 19138. 

K. Meyer, diese Zeitschr. 57, 297, 1913; 58, 415, 1913. 

K. Takao, H. 131, 307, 1923. 

H. Hees u. C. Tropp, zit. nach Chem. Centralbl. 1927, I, 760. 
C. 1. Kruisheer, diese Zeitschr. 207, 441, 1929. 
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Tabelle I. 





Hefeabkochung Tage im Brutofen Abbau nach Pavy Abbau nach 
mit 1°) Hexose bei 37°C bis auf °/, Kruisheer bis auf 
1 rg Ges be 3 89 
Pemetee 6. es Sl 
2 ae ae 10 74* 
a a ae 58* 
3 OO 11 60 
Fructose. ..... 45 
4a Glucose, 05°, . .. 11 48 51,4 
Fructose, 0.5%. . . 44.6 
4b Glucose, 0.5% . . . 11 43 42.8 
Fructose, 0,5 % ae 43.2 


* Mittelwerte. 

B. Prodigiosus. 

Da dieser Organismus in der Hefeabkochung nur auBerst langsam 
wuchs, benutzten wir eine in folgender Weise hergestellte Fleisch- 
bouillon: 

'/,kg faschiertes Rindfleisch wird in 1 Liter Wasser einige Stunden 
ausgekocht, filtriert; nach Absetzen von Fett iiber Nacht werden 5g NaC] 
und 10g Witte-Pepton zugesetzt und mit n/10 NaOH gegen Lackmus 
neutralisiert, dann erfolgt Zusatz von 5cem 10°, iger Na,(O,-Lésung. 
Nach nochmaliger Filtration wird an zwei aufeinanderfolgenden Tagen je 
2 Stunden im Wasserdampf steriiisiert; das px betragt 7,2. Der Ansatz 
mit Zucker erfolgt, wie oben angegeben; nach Zusatz des Zuckers wird 
natiirlich nochmals sterilisiert. 

Das Kélbchen mit dar Bouillon, in das von der Schrigagarkultur un- 
mittelbar tiberimpft wurde, stand 5 Tage im Brutofen, wobei sich eine 
reichliche homogene Suspension von Bakterien entwickelte. Dann wurden 
je 10cem der Impffliissigkeit zu je 90 ccm Bouillon mit je 1g Hexose 
zugefiigt. 

‘ Die Verarbeitung und Bestimmung nach der Einwirkung erfolgte, 
wie beim Proteus. In den Kontrollproben waren 100 ccm Fliissigkeit 
auf je 1g Zucker enthalten; bei all diesen letzteren war kein Abbau 
wahrzunehmen. 

Tabelle Il. 





: ? Tage im Brutofen | Abbau nach Pavy Abbau nach 
Bouillon mit 1 °/o Hexose | bei 37°C bis auf Jy Kruisheer bis auf ° 9 
5) CO oe es 10 85 
a ee 75 
fo eee 14 79,6 
Fructose ...... 64,4 
3 | Glucose, 0.5%... . 10 54 24 
Fructose, 0,5 % 85 
4 || Glucose, 0.5%... . 14 44 9 
Fructose, 0.5% .. . 79 
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Abbau von Glucose usw. durch Bakterien. 73 


Wir sehen, daB sowohl in den Versuchen mit Proteus- wie mit 
Prodigiosusbakterien die Fructose fiir sich allein unter gleichen Be- 
dingungen einem deutlich rascheren Abbau unterliegt als die Glucose, 
genau wie dies seinerzeit schon beim Bacillus coli beobachtet worden 
war. Es ist nun bemerkenswert, dai das Verhalten der beiden Hexosen, 
wenn sie gleichzeitig und zu gleichen Teilen im selben K6lbchen der 
Bakterieneinwirkung unterworfen werden, ein wesentlich anderes ist. 
Hier zeigt sich die spezifische Verwandtschaft des Mikroorganismus zu 
der Zuckerart, und zwar beim Proteus in einem Abbau von ungefahr 
gleichem Umfang, wahrend beim Prodigiosus die Glucose in ihrem 
Abbautempo der Fructose bei weitem vorausgeht. 


Es wurden auch einige Versuche mit Bac. prodigiosus Horvath und 
Glucosamin-H Cl (Schering-Kahlbaum) angesetzt. Nach dem Glucosamin- 
zusatz wurde wegen der groben Labilitét dieser Substanz in der schwach 
alkalischen Bouillonfliissigkeit die Nachsterilisierung des K6lbchens 
nur durch etwa !), Stunde vorgenommen; trotzdem war, wie wir 
uns durch einen Kontrollversuch tiberzeugten, dabei ein Teil des Glucos- 
amins zerstért worden. Die Behandlung nach der Einwirkung der 
Bakterien war der bei den anderen Zuckern angewendeten analog, 
die Bestimmung wurde nach der colorimetrischen Methode von Zucker- 
kandl und Messiner-Klebermass (l.c.) vorgenommen. Wir konnten 
gegeniiber den ungeimpften Kontrollen einen deutlichen Abbau wahr- 
nehmen. Derselbe ging bei einer zehntégigen Versuchsdauer bis auf 
etwa 80°, bei einer l4tagigen auf etwa 67°, 


Zusammenfassung. 


Beim Abbau von Glucose und Fructose durch Kulturen von Bac. 
proteus vulgatus Hauser und Bac. prodigiosus Horvath ergab sich, dab 


im Einzelversuch der Abbau der Fructose, wie schon friiher beim Bac. 
coli konstatiert, deutlich vorausgeht. Dagegen zeigte sich im Misch- 
versuch von gleichen Teilen der beiden Hexosen bei Proteus ein Abbau 
in ungefahr gleichem Umfang, bei Prodigiosus ein weit stirkerer Abbau 
der Glucose. Glucosamin wird von Bac. prodigiosus ebenfalls, ungefahr 
im gleichen AusmaB wie Glucose, angegriffen. 











Quantitative Bestimmung 
des Magnesiums im Harn mittels des Stufenphotometers'. II. 


Von 
Carl Urbach. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 
(Eingegangen am 9. Juni 1932.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In der ersten Mitteilung (1) wurde eine Methode zur quantitativen 
Bestimmung des Magnesiums mittels des Stufenphotometers beschrieben, 
welche speziell bei der Erfassung groBerer Magnesiummengen gewisse, 
bereits in friiheren Arbeiten geschilderte Vorteile bot (2) (3). Wenn wir 
uns aber doch nicht mit der photometrischen Ausarbeitung der klassi- 
schen Methode nach Bell und Doisy (4) begniigten, so war dies in der 
Uberlegung begriindet, da8 mit der indirekten Bestimmung des Magne- 


' Die Bezeichnung ,,Stufenphotometer‘’ wurde in jiingster Zeit durch 
die Bezeichnung ,,Pulfrich-Photometer‘‘ ersetzt, um den Namen des 
Schépfers dauernd und enger mit dem Instrument zu verbinden. Dieser 
EntschluB8 ist auch deshalb zu begriiBen, weil der Name Stufenphotometer in 
vielen Fallen zu Mi®Bverstandnissen hinsichtlich der anzuwendenden MeB- 
methode AnlaB gibt. Der Name ist ja entstanden durch Abkiirzung des 
Titels einer Veréffentlichung .,Uber ein den Empfindungsstufen des mensch- 
lichen Auges tunlichst angepaBtes Photometer’*. Die Bezeichnung ,,Stufe*‘ 
bezieht sich jedoch ausschlieBlich auf die an der MeBtrommel des Instruments 
angebrachte Skala. Sie fiihrt jedoch leicht, ganz besonders bei der Uber- 
setzung in fremde Sprachen, zu der Auffassung, daB die Messung der Hellig- 
keit bzw. Absorption nur in Stufen méglich sei, 4hnlich etwa, wie bei dem 
photometrischen Vergleich der Riickstrahlung von Oberflichen mit der 
Oswaldschen Grauleiter. Tatsiéchlich erlaubt jedoch die photometrische 
Schwachungsvorrichtung am Instrument (MeBblende) eine stetige Ver- 
anderung im Gesichtsfeld. 
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C. Urbach: Bestimmung des Magnesiums im Harn usw. II. 


siums Fehlerméglichkeiten gegeben waren, die man nicht ausschalten 
konnte. So ist es nicht méglich, bei der Calcium-Magnesiumtrennung 
und bei Verwendung der Zentrifuge als Isolierungsmittel Verluste 
zu vermeiden, die an und fiir sich zwar gering sind, aber speziell bei 
Erfassung von Magnesiummengen unter 0,01 mg durch ihre Hiufung 
eine Rolle spielen. Zudem ist der vorgeschriebene Arbeitsgang sehr 
zeitraubend, da die ganze Bestimmung mindestens 10 bis 15 Stunden 
dauert. Auch ist die Anzahl der erforderlichen Lésungen zu groB (elf 
Lésungen) und die Herstellung sehr umstandlich. 


Wesentlich geeigneter erschien uns deshalb eine in jiingster Zeit von 
J. Betka (6) ausgearbeitete Vorschrift, die auf eine Methode Kolthoffs (5) 
zuriickgeht und die direkte kolorimetrische Bestimmung des Magnesiums 
innerhalb eines Bereichs von 0,0 bis 0,015 mg Mg erméglichen soll. Diese 
Methode beruht auf der Uberfiihrung des Magnesiums in das wenig lésliche 
Hydroxyd und Bildung eines roten Lackes mit dem Farbstoff Titangelb G 
(Kolthoffs Reagens). Die Anwesenheit von Calcium in kleinen Mengen stért 
nach Angabe des Autors nicht, und alle zeitraubenden Arbeitsgange (Fallung, 
Filtration, Zentrifugieren, Herstellung von elf Lésungen) entfallen. Betka 
selbst wies bereits auf die médgliche Verwendung des Stufenphotometers 
hin, indem er hervorhob, daB ,,20 wg Mg in 100 cem Lésung bei passendem 
Filter noch 75 Teilstriche ergaben, so da mit dieser Methode eine Ge- 
nauigkeit von 0,00001 mg Mg erreicht werden kann“. 

Da aber weitere Angaben in der zitierten (6) Arbeit fehlten und uns auf 
direkte Anfragen mitgeteilt wurde, daB keine weiteren stufenphotometrischen 
Untersuchungen vorlagen, glaubten wir uns berechtigt, die Methode im 
Rahmen unserer stufenphotometrischen Studien (1, 2, 3, 7, 8, 9, 10, 11, 12 
und 13) aufzunehmen und versuchten, sie fiir die Verwendung des Photo- 
meters aus- bzw. umzuarbeiten. 

Die Darstellung unserer Versuche wiirde den gegebenen Rahmen derart 
iiberschreiten, daB ihre Schilderung hier nicht méglich ist, obwohl die 
Ergebnisse auch das Interesse der Biochemiker finden wiirden, zumal sie 
das eigentliche Wesen der Kolthoffschen Reaktion aufkliren und auch in 
anderer Hinsicht Verwendung finden kénnen. Die ausfiihrliche Beschreibung 
ist a. a. O. (14) wiedergegeben. Hier sei bereits von der ausgearbeiteten 
Bestimmung des Magnesiums im Wasser ausgegangen (14). Es war nun 
zu beachten, daB nicht nur, wie Kolthoff angibt, Al, Sn, Zn, Co und Ni, 
sondern auch Ammoniak und Phosphorsiure stéren, die ja gerade im 
Harn vorhanden sind. 


Das Ammoniak wurde entfernt, indem man den Harn stark alkalisch 
machte und hernach kochte. Der sich dabei bildende Niederschlag wurde 
in Essigséiure gelést. 


Die Phosphorséure wird als Uranylphosphat gefallt und abfiltriert. 


SchlieBlich muBte man noch die farbvertiefende Wirkung des Ca aus- 
schalten. Da, wie bereits Kolthoff erwaihnt und unsererseits auch bestatigt 
wurde, das Ca innerhalb einer Konzentration von 20 bis 200 mg pro Liter 
eine konstante Wirkung hinsichtlich einer erhéhten Farbintensitat aufweist, 
wird der zu farbende Harn erst mit einer entsprechenden Menge Ca versetzt, 
um so das indifferente Ca-Konzentrationsbereich herzustellen. 
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Erforderliche Reagenzien zur quantitativen Bestimmung des Mag- 
nesiums im Harn mittels Titangelb sind: 


1. Titangelblésung (Griibler & Co., Leipzig), von der 4 ccm mit 
0,06 mg Magnesium versetzt, nach vorschriftsmaBiger, bereits 
a.a.Q.(12) geschilderter Behandlung die Extinktion von 
0,415 ergeben. 


2. 2n NaOH (8°, ig.). 

3. Agarlésung. 

4. CaCl,-Lésung, die etwa 3 g Ca pro 1000 ccm enthalt. 
5. Uranylacetatlésung (0,5° ig). 


Zu 1. Nun ist man aber nicht in jedem Falle an die Herstellungs- 
vorschrift (12) gebunden. Wenn naimlich die zuerst dargestellte Titangelb- 
lésung (20ccem verdiinnt auf 100 cem) eine Extinktion aufweist. die nahe! der 
geforderten Extinktion liegt, so ist es durchaus méglich, auf die Herstellung 
einer Lésung mit vorgeschriebener Extinktion zu verzichten und den 
Arbeitsgang wesentlich dadurch zu vereinfachen, daB man den gefundenen 
Punkt in ein Koordinatensystem eintragt, das die vorgeschriebene Eich- 
kurve (S. 77) bereits enthalt und durch ihn eine dieser Eichkurve parallele 
Gerade zieht. Die Messung der zu untersuchenden Lésung wird nun mit 
der vorhandenen Titangelblésung durchgefiihrt und das erhaltene um die 
Differenz zwischen gefundener und vorgeschriebener Extinktion korrigiert, 
d.h. es wird mit einer Eichkurve gearbeitet, die zwar parallel der vor- 
geschriebenen verliuft, aber um eine entsprechende Strecke, namlich obige 
Differenz, verschoben ist. Es liegt jedoch im Wesen der Reaktion, daB das 
giinstige Gebiet zwischen 4 und 13cem Magnesiumsulfatlésung? liegt. 
ein Gebiet, in dem die eigentliche Magnesiumfarbe ausschlaggebend und 
die Ablesung nicht zu klein ist. Deshalb ist der Ansatz so zu wihlen, daB 
die endgiiltjge Messung in dieses Bereich fallt. Bei dieser Gelegenheit sei 
auch darauf aufmerksam gemacht, daB die Haltbarkeit der hergestellten 
Titangelblésung scheinbar verschiedenen Zufilligkeiten unterworfen ist 
und daher vor der Messung hinsichtlich der Extinktion noch iiberpriift 
werden mub. 


Zu 3. Die Herstellung ist bereits (12) beschrieben und muB genau ein- 
gehalten werden, da sonst die gefarbte L6sung rasch an Farbintensitat verliert 
und durch Ausfallen des Lackes triib, also zur photometrischen Messung 
ungeeignet wird. 


Zu 4. 7,5g CaCO, werden in méglichst wenig HCl gelést, mit NaOH 
neutralisiert und auf 1000 ccm aufgefiillt. 


' + 3Einh. der zweiten Dezimalstelle des negativen Logarithmus 
der Durchlassigkeit; also z. B. bei 6 cem Magnesiumsulfatlésung bis etwa 
0,86 hinauf oder bis 0,80 hinunter. Bei gréBeren Abweichungen von der 
richtigen Extinktion ist die Parallelverschiebung der Eichkurve nicht zu 
empfehlen. 

2 D.h. zwischen 0,04 und 0,13 mg Mg, oder in Werten der negativen 
Logarithmen der Durchlassigkeit ausgedriickt, zwischen 0,77 und 1,05 liegt. 
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Die Magnesiumbestimmung wird nun folgendermaBen durchgefiihrt: 

20 cem Harn werden in ein Becherglas pipettiert, mit KOH stark 
alkalisch gemacht und gekocht. Nach Entweichen des Ammoniaks 
wird der sich bildende Niederschlag in Essigsaiure gelést und die Probe 
mit Uranylacetat in méglichst geringem UberschuB versetzt. Es scheidet 
sich dabei Uranylphosphat ab. Der Niederschlag wird abfiltriert und 
mit schwach essigsaurem H,O gewaschen, wobei das Filtrat in einen 
100-cem-MeBkolben aufgefangen wird. Man fiillt dann bis zur Marke 
auf und verwendet je 5ccem* (enthaltend 1 cem Harn) zur Farbung 
bzw. zur Kompensationsfliissigkeit. Die fiir die Kompensationsfliissig- 
keit bestimmte Lésung wird noch mit 25ccm Wasser versetzt und 
ist damit gebrauchsfertig. Zu der fiir die Farbung bestinumten Lésung 
(jene Lésung, deren Magnesiumgehalt bestimmt werden soll) kommt 
lecem der CaCl,-Lésung, 8 ccm H,O, 4 ccm etwa 0,02 °,ig. Titangelb- 
lésung (mit 006mg Mg in alkalischer Loésung gefirbt, FExtinktion 
0,415), 2cem der auf 40°C erwirmten Agarlésung und 10 ccm einer 
2n NaOQH-Lésung. Nach Umschiitteln wird unter Vorschaltung des 
Filters 8S 50 bei einer Schichtdicke von 20 mm bzw., falls die Farbung 
zu intensiv ist, 10 mm, gegen Kompensationsfliissigkeit photometriert. 
Dem abgelesenen Trommelwert entsprechen in der Rubrik A der 
Tabelle I oder II (je nach verwendeter Schichtdicke) die Milligramm 
Mg pro leem Harn. Abb. 1 zeigt die negativen Logarithmen der 
Durchlassigkeit. 
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Abb. 1. 
Eichkurve der negativen Logarithmen der Ablesewerte fiir eine nach Kolthoff gefirbte Magne- 
siumsulfatlisung, die pro 30 cem 4 ccm der vorgeschriebenen Titangelblisung, 1 cem einer CaCly- 
Lisung (3 g Ca pro Liter), 2cem Agarlésung, 10 ccm 2n NaQH-Lésung und steigende Mengen 

von Magnesium (0,01 mg bis 0,16 mg) enthalt. 
Gemessen gegen Kompensationsfliissigkeit. Filter S50. Schichtdicke 20 mm. 





* Der Ansatz wurde auf Grund der Uberlegung gewahlt, daS in 
24stiindigem menschlichen Harn etwa 0,06 bis 0,18 g Mg vorhanden sind, 
d.i. etwa 0,06 mg Mg pro 1 ccm (das bereits ausgearbeitete Gebiet). 
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SchlieBlich sei noch erwaihnt, daB eine Steigerung der Genauigkeit 
bei kleinen Fliissigkeitsmengen nur durch die Verwendung von Mikro- 
kiivetten méglich ist, die auch mit kleineren Flissigkeitsmengen ent- 
sprechend groBe Schichtdicken zu erreichen erlauben. Solche Mikro- 
kiivetten werden bereits seit langerer Zeit von den Zeiss-Werken, Jena, 
vorbereitet und diirften binnen kurzem in den Handel kommen. Es dart 
aber nicht vergessen werden, daf die Verwendung von Mikrokiivetten 
eine etwas umstiandliche und vorsichtige Arbeitsweise bedingt. Im 


Tabelle I. 
Mg-Bestimmung in Anwesenheit von Ca. Filter 8 50. Schichtdicke 20 mm. 
Gemessen gegen Kompensationsfliissigkeit. D = Trommelablesewert. 
A=mg Mg. 











D A D { dD 4 
5,7 0,159 9.5 0,089 13,3 0,043 
5,8 0,157 9.6 0.088 13,4 0.042 
5,9 0,154 9,7 0,086 13,5 0,041 
6,0 0,152 9.8 0.085 13.6 0,040 
6,1 0,150 9,9 0,083 13,7 0,039 
6,2 0,148 10,0 06.082 13,8 0,038 
6,3 0,145 10,1 0,081 13,9 0.087 
6,4 0,143 10.2 0,079 14.9 0.036 
6.5 0,141 10.3 0,078 14.1 0.035 
6,6 0,139 10,4 0,077 14,2 0,034 
6,7 0.137 10.5 0.075 14,3 0.033 
6,8 0,135 10,6 0,074 14,4 0,032 
6,9 0,133 10,7 0,073 14,5 0,031 
7,0 0,131 10,8 0.072 14.6 0,030 
7,1 0,129 10.9 0,070 14,7 0,029 
7,2 0,127 11,9 0,069 14.8 0,928 
7,3 0,125 11,1 0,068 14,9 0),.027 
7.4 0,123 . 11,2 0,067 15.0 0,026 
7,5 0,122 11,3 0,065 15,1 0,026 
7.6 0,120 11,4 0,964 15,2 0,025 
7,7 0,118 11.5 0.063 15.3 0.024 
7,8 0,116 11,6 0,062 15,4 0,023 
7,9 0.114 137 0,061 15,5 0,022 
8,0 0,113 11,8 0,959 15,6 0.021 
8,1 0111 11,9 0.058 15,7 0.020 
8,2 0,109 12,0 0,057 15,8 0.019 
83 0,108 12.1 0,056 15,9 0.018 
8.4 0,106 12.2 0,055 16.0 0,018 
8.5 0,104 12.3 0,054 16,1 0,017 
8.6 0,103 12.4 0,053 16,2 0.916 
8,7 0,101 12.5 0,951 16,3 0.015 
8.8 0,100 12,6 0,050 16,4 0,014 
8,9 0,098 12.7 0,949 16.5 0.013 
9.0 0.097 12.8 0.048 16.6 0.013 
9,1 0,095 12,9 0,047 16,7 0.012 
92 0,993 13,0 0.046 16.8 0.011 
9.3 0,092 13,1 0.045 16.9 0,010 
9,4 0,091 13,2 0,044 17,0 0,009 
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Mg-Bestimmung in Anwesenheit von Ca. Filter S 50. Schichtdicke 10 mm. 


Gemessen gegen Kompensationsfliissigkeit. 
A=mg Mg. 


D 


Trommelablesewert. 
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0,160 
0,159 
0,158 
0,157 
0,155 
0.154 
0,153 
0,152 
0,151 
0,150 
0,149 
0,148 
0,147 
0,145 
0,144 
0,143 
0,142 
0,141 
0,140 
0,139 
0,138 
0,137 
0,136 
0,135 
0,134 
0,133 
0,132 
0,131 
0,130 


» 0,129 





D 


28,1 
28.2 
28,3 
28.4 
28,5 
28,6 
28,7 
28.8 
28,9 
29,0 
29,1 
29,2 
29.3 
29.4 
29,5 
29,6 
29,7 
29.8 
29,9 
30,0 
30,1 
30,2 
30,3 
30.4 
30,5 
30,6 
30,7 
30,8 
30,9 
31,0 
31,1 
31,2 
31,3 
31.4 
31,5 
31,6 
31,7 
31,8 
31,9 
32,0 
32,1 
32,2 
32,3 


0,115 
0,114 
0,113 
0,112 
0,111 
0,110 
0,109 
0,108 
0,107 
0,106 
0,105 
0,104 
0,103 
0,102 
0,101 
0,100 
0,099 
0,098 
0,097 
0,096 
0,096 
0,095 
0,094 
0,093 
0,092 
0,091 
0,090 
0,089 
0,088 
0,088 
0,087 
0,086 
0,085 
0,084 
0.083 
0,082 
0,081 
0,081 
0,080 
0,079 
0,078 
0,077 
0,076 
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0,975 
0,075 
0.074 
0,073 
0,072 
0.071 
0.070 
0.070 
0.069 
0.068 
0.067 
0,066 
0.065 
0.065 
0,064 
0,063 
0,062 
0,061 
0,061 
0.060 
0,059 
0,058 
0,057 
0,057 
0,056 
0.055 
0,054 
0,053 
0,051 
0,050 
0,048 
0,046 
0,045 
0,043 
0,042 
0,040 
0,039 
0,037 
0,036 
0.035 
0,033 
0,032 


vorlicgenden Falle — selbst wenn man den Ansatz fiinffach verkleinert - 

ist die Verwendung von Mikrokiivetten nicht notwendig, da man ja 
nur 4ccm Harn, die wohl immer zur Verfiigung stehen, verwendet, 
so daB noch immerhin 6 cem Untersuchungslésung vorhanden sind, die 
bequem zur Fiillung einer 10-mm-Kiivette ausreichen. Selbstverstandlich 
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miissen bei den geringen Mengen an Reagenzien geeichte Mikropipetten 
verwendet werden. Betrigt der Ablesungswert 5,7 bei Schichtdick: 
20mm bzw. 23,8 bei Schichtdicke 10 mm, ist also in der Lésung 
mindestens 0,16 mg Mg vorhanden, so wird entsprechend weniger Har 
zu der Farbung verwendet. 


Kurze Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode der stufenphotometrischen, quantitativen 
Bestimmung des Magnesiums im Harn beschrieben, die speziell die genau 
Erfassung kleinster Werte erméglicht. Die Methode ist weit einfacher 
als die eingehende und daher vielleicht umstandliche Beschreibung 
erscheinen laBt. Die ganze Bestimmung dauert einschlieBlich der Her- 
stellung aller nétigen Reagenzien, wenn die Titangelblésung bereits 
vorhanden ist, ungefihr 30 Minuten. 


Literatur. 

1) C. Urbach, diese Zeitschr. 241, 222, 1931. — 2) Derselbe, ebendaselbst 
239, 28, 1931. 3) Derselbe, ebendaselbst 239, 182, 1931. 4) R. P. Bell u. 
J.A. Doisy, J. of biol. Chem. 44, 55, 1920. 5) J. M. Kolthoff, diese 
Zeitschr. 185, 344, 1927. 6) J. Betka, ebendaselbst 233, 118, 1931. 
7) C. Urbach, ebendaselbst 236, 164, 1931. 8) Derselbe, ebendaselbst 237, 
189, 1931. 9) Derselbe, ebendaselbst 241, 226, 1931. 10) Derselbe, 
Zeitschr. f. Mikrochem. 10, 483, 1932. — 11) Derselbe, ebendaselbst 11, 37, 
1932. 12) Derselbe, diese Zeitschr. 1932. 13) Derselbe, Stufenphoto- 


metrische Absorptionsbestimmungen in der medizinischen Chemie. Wien 
1932. 14) Derselbe, J. of biol. Chem. 1932. 





(Au 


Pro 
Pro 
sinc 
hie1 
nur 
obv 
son 
ist. 

iibe 
aus 
ihr 

was 
gef 
sin) 


Pfi: 
KK. 
K. 


ech 


ins 


193 
En: 








pipetten 
htdick: 
Lésung 
r Harn 


itativen 
genauc 
ifacher, 
reibung 
er Her- 


bereits 


laselbst 
Bell u. 
f, diese 
931. 
st 237 
lerselbe, 
11, 37, 
iphoto- 
Wien 








Uber die Proteinasen insektivorer Pflanzen. 


Von 
kK. G. Stern und E, Stern. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Laboratorium des Strahleninstituts am 
Rudoif Virchow-Krankenhaus, Berlin.) 


(Eingegangen am 9. Juni 1932.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Spezifitat und das physikochemische Verhalten der sezernierten 
Proteinasen des Tierreiches und der endozelluliren, katheptischen 
Proteinasen der Tier- und Pflanzenzellen mit EinschluB der Einzeller 
sind Gegenstand umfassender Untersuchungen gewesen. Im Gegensatz 
hierzu liegen iiber die sezernierten Proteinasen der insektivoren Pflanzen 
nur sparliche Versuche mit moderner Untersuchungstechnik vor, 
obwohl dieser Gegenstand fiir biologische Fragestellungen von be- 
sonderem Reiz und das Untersuchungsmaterial unschwer zuganglich 
ist. Nachdem die Arbeiten, vor allem der Willstdtterschen Schule’, 
iiber pflanzliche Proteinasen bis herab zu der Hefe lediglich Enzyme 
aus der Gruppe der auf isoelektrisches EiweiB eingestellten und durch 
ihr Aktivierungsverhalten gegen Komplexbildner (Blausiure, Schwefel- 
wasserstoff, Glutathion, Cystein) ausgezeichneten Papainasen zutage 
geférdert hatten, deren Gegenstiick die tierische Zellproteinase (Kathep- 
sin) darstellt, war es von Interesse, die zur Fleischverdauung sezernierten 
Pflanzenenzyme mit den entsprechenden tierischen zu vergleichen. 

Von neuen Untersuchungen auf diesem Gebiet sei die Arbeit von 
K. Okahara® hervorgehoben, der im Gegensatz zu alteren Versuchen von 
K.G. Dernby*® bei einer insektivoren Pflanze, Drosera rotundifolia, eine 
echte, sezernierte Pepsinase (py-Optimum bei 1,5) feststellte. 

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den Proteinasen der 
insektivoren Kannentragerpflanze (Nepenthes L.). 


1 Literatur siehe bei W.Grassmann, Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 129, 
1932 und bei J. B.S. Haldane u. K.G. Stern, Allgemeine Chemie der 
Enzyme, §8. 161, 1932. 

2 Sci. Rep. Tohoku 5, Nr. 3, 1930. 

3 Diese Zeitschr. 78, 197, 1917. 
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Diese stellt die einzige Gattung der Nepenthazeen (dikotyle Halb- 
straucherfamilie aus der Ordnung der Sarrazenialen) dar, von der etwa 
58 Arten in den Tropen der alten Welt verbreitet sind. Bei Einteilung der 
insektenfressenden Pflanzen nach der Beschaffenheit ihrer Fangorgane in 
SchlieBfainger, Driisenfinger und Schlauchfanger ist die Nepenthespflanze 
zusammen mit Utricularia, Sarracenia, Darlingtonia und Cephalotus unter 
die Schlauchfanger einzuordnen. Das Fangorgan, der sogenannte Krug 
(Ascidium), haingt an kletternden Blattstielranken. Er erreicht bis zu 
30cm Lange. Auf dem Wulstrand sitzt ein lose aufliegender Deckel. Beide 
sind mit Honigdriisen besetzt. Die angelockten Kerbtiere gleiten in den 
unteren Kannenabschnitt, der mit einer von Verdauungsdriisen abgeson- 
derten Fliissigkeit von klarer, diinnfliissiger Beschaffenheit angefiillt ist. 
Die meist im Sekret zu findenden Uberreste kleiner Insekten, die im wesent- 
lichen aus den unverdaulichen Chitinhiillen zu bestehen scheinen, zeugen 
fiir die proteinolytische Wirksamkeit des Sekrets. Im Gegensatz zu 
Nepenthes soll die Proteolyse in den Schliuchen von Sarracenia, Darling- 
tonia und Cephalotus durch bakterielle Vorgiainge erfolgen. Da die meisten 
Insektivoren in sehr nihrstoffarmem Moorboden oder Wasser vorkommen, 
wird ihre Insektivorie als erginzende Quelle ihrer N-, vielleicht auch P- 
und K-Nahrung angesehen. Als chlorophyllfiihrende Gewachse sind sie 
jedoch kaum auf die Aufnahme organisch gebundenen Kohlenstoffs an- 
gewiesen, wie etwa die Schmarotzer- und Humuspflanzen?. 

Das Material wurde uns in dankenswerter Weise von Herrn Professor 
Dr. Milbrodt aus den Gewachshausern des Botanischen Gartens zu Berlin 
zuganglich gemacht. Es wurden sowohl Sammelpriparate aus Sekreten der 
Kelche von Nepenthes Hibberdii und Nepenthes mixta, die durch Zusatz 
von etwa 50°, Glycerin an Ort und Stelle konserviert wurden, als auch 
Driisenteile ausgewachsener Kelche von Nepenthes mixta untersucht. 


Als Untersuchungstechnik kam auch hier die nephelometrische 
Analyse zur Anwendung, die sich bei dem Studium tierischer Proteinasen 
durchaus bewahrt hat?. Abgesehen von der Kleinheit der hierfiir be- 
nétigten Materialmenge erlaubt die Nephelometrie die Erfassung der 
alleinigen Wirkungen von Proteinasen aller Art in Gemischen mit 
niederen Proteasen (Polypeptidasen und Dipeptidasen), die sich bei 
anderen, auf die Bestimmung der frei gelegten NH,- oder COOH- 
Gruppen gerichteten Methoden in stérender Weise bemerkbar machen. 

Die Wasserstoffionenkonzentration in dem Sekret liegt in der 
Nahe des Neutralpunktes (Sammelsekret von Nepenthes Hibberdii: 
pu 6,83, von Nepenthes mixta: px 7,17, elektrometrisch gemessen). 

Die nephelometrische Bestimmung der Aktivitét der Sekrete bei 
Verwendung von Gelatine, Casein, Edestin, Ovalbumin und Serum- 


1 Vgl. Darwin, Insektenfressende Pflanzen (Deutsch von Carus, 1876); 
Goebel, Die Insektivoren (i.d. ,,Pflanzenbiol. Schilder.‘‘ IT. Teil, 1891 — 1893); 
F. W. Neger, Insektivoren (Handworterb. d. Naturw. 5, 1914). 

2 H. Kleinmann u. K.G. Stern, diese Zeitschr. 222, 31, 84, 1930; 
K. G. Stern, Diss. Berlin 1930; diese Zeitschr. 234, 116, 1931; 236, 464, 1931; 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 199, 169, 1931. 
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Proteinasen insektivorer Pflanzen. 83 


eiweiB als Substraten und bei H -Ionenkonzentrationen, die das ge- 
samte physiologische Gebiet umspannten, hatte folgendes Ergebnis: 

Bei Wahl geeigneter Enzymkonzentrationen und Versuchszeiten 
weist die pxy-Kurve fiir Gelatine zwei Maxima auf (Abb. 1), von denen 
das erste bei py 4,7 liegt und ohne Zweifel der Wirksamkeit einer 
katheptischen Proteinase zuzuschreiben ist. Das zweite, starker aus- 
gepragte Optimum bei px 7 liegt im Bereich der tryptischen Proteinasen. 
Bei héherer Enzymkonzentration tiberdeckt das tryptische das kathep- 
tische Optimum (gestrichelte Kurve in Abb. 1), was auf das mengen- 
maBige Uberwiegen dieser Komponente im Sekret zuriickzufiihren ist. 
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Abb. 1. 

Angriff des Sekretes von Nepenthes auf Gelatine bei variiertem Py (nephelometrisch untersucht). 
Die Anwesenheit einer katheptischen und einer tryptischen Pro- 
teinase im Sekret bestatigte sich bei Heranziehung von Edestin. Wie 
Abb. 2 zeigt, liegen die beiden Wirkungsoptima hier bei py etwa 3 und 8. 
Zur Erzielung deutlicher Ausschlige sind zehnfach gréBere Enzym- 
mengen und die doppelte Versuchszeit erforderlich als bei Gelatine. 
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pu-Kurve bei Verwendung von Edestin 


Casein wird durch das Nepenthessekret ebenfalls weit langsamer 
als Gelatine abgebaut. Im Bereich der katheptischen Proteinase werden 
zwei Maxima bei py 3 und 5,5 gefunden, die bei dieser Untersuchungs- 
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form kennzeichnend fiir die Anwesenheit des Enzyms sind! (Abb. 3) 
Die beiden Zacken werden vorgetauscht durch einen Einbruch der Spalt- 
kurve im Gebiet der starksten Ausflockung des Caseins in den Spalt- 
ansaétzen, der von H. Kleinmann und K.G. Stern! auf die Bindung 
des Enzyms und teilweise Desaktivierung durch das isoelektrische 
Protein zuriickgefiihrt worden ist. Die Autoren konnten seinerzeit 
am Beispiel des Milzkathepsins zeigen, daB das wahre Optimum, wie 
es bei Anwendung konzentrierter Spaltansitze sowohl nephelometrisch 
als auch bei der NH,-Gruppenbestimmung nach van Slyke gefunden 
wird, bei py etwa 4 liegt. Das tryptische Optimum kommt bei An- 
| wendung hoher Enzymkonzentrationen, vielleicht infolge einer Hemmung 
| durch das Glycerin der Praparate, nicht deutlich zum Vorschein. 
| Immerhin zeigt die gestrichelte Kurve in Abb. 3 eine kleine Erhebung 
bei px 8. Auch bei dem Studium der tryptischen Proteinase der Leuco- 
cyten ist ein anomales Verhalten des Caseins beobachtet worden?. 





JO 


8 





Spa/tung in % 


S 
+ 
} 











Ss 2s. se ho oe 


Abb. 3. Angriff des Nepenthessekrets auf Casein. 


Ovalbumin wird entsprechend der bekannten Resistenz Gder 
; Albumine gegen Proteasen nur sehr schwach und bei langer Versuchszeit 
angegriffen. Auch hier treten die Optima der beiden Proteinasen bei 

pu und 8 deutlich hervor (vgl. Abb. 4). 























or ewe oe 8 UF ee 
Abb. 4. Py-Kurve des Sekrets gegen Ovalbumin. 


1 Diese Zeitschr. 222, 31, 1930. 
® K.G. Stern, Zeitschr. f. physiol. Chem. 199, 169, 1931. 
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SerumeiweiB wurde durch das Sekret in hoher Konzentration und 
nach 70 Stunden Versuchsdauer zwischen py 1,5 und 8,4 nicht meBbar 
ingegriffen. 

Um auszuschlieBen, daB die im Nepenthessekret aufgefundenen 
Proteinasen zum iiberwiegenden Teil aus Mikroorganismen oder den 
verdauten Insekten selbst stammten, muBte das angrenzende Pflanzen- 
gewebe untersucht werden. Hierzu wurde der driisige Teil der Kanne 
herausgeschnitten und die Wirkung des durch Extraktion mit essig- 
saurem Glycerin gewonnenen Gewebsextraktes auf Gelatine und Ov- 
albumin gepriift. Wahrend die pxy-Kurve bei Verwendung von Ov- 
albumin einen deutlichen Angriff nur im katheptischen Gebiet erkennen 
laBt (Abb. 5, Kurve 1), finden wir bei Heranziehung von Gelatine da- 
neben auch das tryptische Optimum bei px 8 (Abb. 5, Kurve II). Damit 


~ Ovalbumin “ 
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Abb. 5. 
Pu-Kurve des Driisenextraktes gegen Gelatine und Albumin. 


ist der Beweis erbracht, daB die Pflanze eine tryptische Proteinase in 
den Driisenzellen der Kannen produziert, die zur Zersetzung eiweib- 
haltiger Fremdkérper und Bildung léslicher Spaltprodukte in das 
Kanneninnere abgesondert wird. Nur diese Proteinase vermag bei der 
im Kanneninhalt herrschenden Wasserstoffionenkonzentration ihre 
Wirksamkeit zu entfalten. Das im Sekret ebenfalls vorkommende 
Kathepsin ist bei py 7 kaum mehr wirksam, Es besteht die Méglichkeit, 
daB es sich hier nicht um sezerniertes Kathepsin der Pflanze, sondern 
um durch Mikroben oder die aufgelésten Insekten eingeschlepptes 
Enzym handelt. 

Um die beiden Proteinasen des Nepenthessekrets naher zu kenn- 
zeichnen, wurde nunmehr ihr Aktivierungsverhalten gepriift. 

Es wurde der Effekt von Blausdiure, Schwefelwasserstoff und 
Cysteinchlorhydrat bei py 4 und 5, also im optimalen Wirkungsbereich 
der katheptischen Proteinase, untersucht. Da als sicher durch der- 
artige Komplexbildner aktivierbar vorliufig nur die Spaltung von 
Gelatine durch Kathepsin gelten kann, wahrend dies bei anderen 
Substraten noch umstritten ist!, wurde fiir die Versuche Gelatine als 


1 Vgl. H. Kleinmann u. F. Werr, diese Zeitschr. 241, 108, 1931. 
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Substrat gewahlt. Es zeigte sich iiberraschenderweise, daB keiner der 
verwendeten kiinstlichen Hilfsstoffe, die sich bei vielen tierischen und 
pflanzlichen Kathepsinen als Aktivatoren der Gelatinespaltung erwiesen 
haben!, trotz Variation der Versuchsbedingungen (verschiedene Kon- 
zentrationen der Zusatzkérper, Versuche mit und ohne Vorbehandlung 
des Enzyms mit dem Hilfskérper vor dem Einbringen in das Substrat- 
gemisch) einen deutlichen Effekt auf die Gelatinespaltung besitzt. 
Bevor nicht ausgeschlossen werden kann, daB diese Erscheinung in 
einer maximalen Aktivierung der Proteinase durch, aus den verdauten 
Insekten stammende, Sulfhydrylkérper begriindet ist, sollen keine 
weiteren Schliisse hinsichtlich ihrer Stellung im System der kathepti- 
schen Enzyme gezogen werden. 

Auf der anderen Seite erweist sich die tryptische Komponente 
des Sekrets als nicht durch Enterokinase aktivierbar. Als Substrat 
wurde Gelatine verwendet. Die Wirksamkeit des benutzten Kinase- 
praparats, das durch sorgfaltige Reinigung von allen Spuren anhaftender 
tierischer Proteinasen befreit war, wurde durch Vergleich mit nicht 
vollaktiviertem Pankreastrypsin sichergestellt. Die sezernierte tryptische 
Nepenthesproteinase teilt die Eigenschaft der Nichtaktivierbarkeit 
durch Enterokinase mit der tryptischen Proteinase der myeloischen 
Leucocyten?. Dennoch kann hier wie dort aus der Spezifitat und der 
Lage der py-Optima mit Sicherheit auf das Vorliegen echter tryptischer 
Proteinasen geschlossen werden. Uber den Zusammenhang zwischen 
aktivierbaren und nichtaktivierbaren Tryptasen verdanken wir R. Will- 
stiitter und M. Rohdewald? bedeutsame Untersuchungen. 

Als Ergebnis der vorliegenden Studie ist demnach die Auffindung 
einer echten sezernierten tryptischen Proteinase bei einer héheren Pflanze, 
niimlich im Kannensekret der insektivoren Pflanze Nepenthes, zu be- 
trachten. Erinnert man sich, daB K. Okahara kirzlich bei einem anderen 
Objekt dieser Art, namlich bei Drosera rotundifolia, eine Pepsinase 
aufgefunden hat, so gelangt man zu dem SchluB, daB sich die Pflanzen 
zur Proteinverdauung prinzipiell der gleichen Enzyme bedienen, wie 
sie im Tierreich gefunden werden. 


Experimenteller Teil. 
Enzymmaterial, 
1. Sammelpraéparate von Nepenthessekreten. 


Das Sekret einer Reihe von Kannen von Nepenthes Hibberdii wurde 
am 20 Februar 1932 an Ort und Stelle (Tropisches Gewachshaus des Botani- 


1 Literatur bei W.Grassmann und bei J. B. S. Haldane u. K. G. Stern, 
lic. §. 217. 

2 K.G. Stern, Zeitschr. f. physiol. Chem. 199, 169, 1931. 

3 Ebendaselbst 204, 181, 1932. 
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schen Gartens, Berlin) in ein teilweise mit 87°,igem Glycerin gefiilltes 
GefaiB entleert. Der endgiiltige Glyceringehalt des Gemisches betrug etwa 
50°). Nach zweitagigem Stehen bei etwa 10°C wurden die zahlreichen 
Uberreste kleiner Insekten (meist Ameisen) und gréBere Chitinpanzer auf 
der Zentrifuge abgetrennt, anschlieBend wurde das Sekret durch Glas- 
wolle filtriert. Das Praiparat (etwa 17 ccm) wurde im Kiihlschrank auf- 
bewahrt. Sein pu wurde elektrometrisch zu 6,83 bestimmt. 

Ein gleichartiges Priparat (etwa 70 ccm) wurde von Nepenthes mixta 
gewonnen; pu betrug 7,17. 


2. Driisengewebsextrakt. 


Eine ausgewachsene Kanne von Nepenthes mixta wurde in der Linge 
aufgeschnitten, und das Gebiet zwischen dem Boden und etwa ein Drittel 
unterhalb des Deckels, das makroskopisch die Driisen erkennen lieB, wurde 
herausgeschnitten. Nach feinster Zerteilung mit Schere und Skalpell wurde 
die 2,2 g wiegende Gewebsmasse 4 Stunden bei 40°C mit 20cem etwa 
70 °,igen Glycerins, das 0,15°, Essigsaéure enthielt, digeriert und im Laufe 
der Nacht durch ein Faltenfilter filtriert. Es wurden so 16 ccm eines gelb- 
lichen Extraktes gewonnen. 


Versuchstechnik. 


Die Analyse der proteolytischen Wirkungen wurde durchweg auf 
nephelometrischem Wege durchgefiihrt. Fir Gelatine als Substrat kam 
die Methode von H. Kleinmann und K.G. Stern', fiir Casein und Serum- 
eiweiB die Methoden von P. Rona und H. Kleinmann?® und fiir Edestin die 
Methode von K.G. Stern® in Anwendung. 

Gleich wie in den vorangehenden Arbeiten wurde als Puffer der Veronal- 
Acetat-Salzsiurepuffer nach L. Michaelis verwendet, der gestattet, das 
gesamte physiologische pu-Gebiet mit den gleichen Komponenten zu um- 
spannen. 

Im folgenden sind die im Allgemeinen Teil angefiihrten Beobach- 
tungen durch ausgewahlte Versuchsprotokolle belegt. 


Versuchsprotokoll 1, 
(27. Versuch: 20, April 1932.) 
pu-Kurve des Nepenthes Hibberdii-Sekretes gegen Gelatine. 


Spaltansdtze: 3,5ceem 1°,ige Lésung reiner Blattgelatine (1°, Aschen- 
gehalt) + 2,5 ccm m/7 Veronal-Acetatmischung + » cem HCl + Aqua dest. 
zu l4cem. 5cem entnommen, hiervon 4,5cem als Nullabnahme auf- 
bewahrt, 0,5cem verworfen. Zu den restlichen 9cem nunmehr | ccm des 
zehnfach verdiinnten Sammelpraiparats von Nepenthes mixta-Sekret und 
4 Tropfen Toluol gegeben. Nullabnahmen und Spaltansatze verschlossen 
22 Stunden bei 38°C gehalten. 

Analyse: Kurz vor der Analyse wurden 0,5 ccm Enzymlésung zu den 
Nullabnahmen pipettiert. Aus den Spaltansiétzen wurden 5ccm ent- 
nommen und zu End- und Nullabnahmen je 11 cem Aqua dest. + 4 ccm 


1 Diese Zeitschr. 222, 31, 1930. 

? Ebendaselbst 169, 320, 1926; 150, 144, 1924. 
3 Ebendaselbst 236, 464, 1931. 

* Ebendaselbst 234, 139, 1931. 
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20° \ige Sulfosalicylsiure gegeben. Die Messung der entstehenden Triibung 
erfolgte gemaB friiheren Erfahrungen nicht im Nephelometer, sondern bei 
direkter Durchsicht im Leitz-Kolorimeter. In den restlichen 5ccm der 
Spaltansétze wurde sodann elektrometrisch pu gemessen. 





Ergebnis: 

Nr HC] A ee ee Pu spams 
1 2.6 cem n 50 klar 1,6 0 
2 18 , n/59 e etwa 1,9 5 
3 7,5 , nl a 2.6 17 
4 65 , n/10 a 3,81 17 
5 5,0 , n/10 a 4.5 11 
6 40 , n/10 , 5,38 7 
7 8,0 , n/10 ‘i 6.8 23 
8 2,0 , n/10 2 etwa 7.6 25 
9 iz. wit “ 8,0 27 

10 Oo , n/10 # 8,66 20 


Versuchsprotokoll 2. 


(7. Versuch: 3. Marz 1932.) 


H-Kurve des Nepenthes mixta-Sekrets gegen Edestin. 
geg 


Edestinlésung: 1g Edestin + 300cem n/10 HCl + Aqua dest. zu 
1000 cem. 


Spaltansdtze: 6cem der 0,1° igen Edestinlésung + 2,5ceem Veronal- 
Acetat + neem HCl + Aqua dest. zu 14cem. 5cem entnommen, 4,5 cem 
fiir Nullabnahme, 0,5 ccm verworfen. Restliche 9 ccm + 1 cem des vierfach 
verdiinnten Nepenthes mixta-Sekrets + 4 Tropfen Toluol. Spaltung 
49 Stunden bei 37°C. 


Analyse: 5cem Abnahme (bzw. 4,5ccm Nullabnahme + 0,5 cem 
Enzym) + n/10 HCl bis zur Auflésung der Substratfallung + Aqua dest. zu 
1cem + 4cem 206°,ige Sulfosalicylsiure. Messung anschlieBend im 
Leitz-Nephelometer. Elektrometrische px-Messung im Ansatzrest. 





Ergebnis: 

7 HCl bzw. NaOH ‘ ci Spaltung 
Nr. ie Ancats Aussehen HCl zur Analyse Pu 0! 
1 5,5eem n/10 HCl klar 0 cem 2,77 33,4 
2 47 , n/l0OHC ‘ 0 , 4,04 29 
3 40 , n/N HCl etwas geflockt 2.5 . n/10 4,31 25 
+ 3,0 , n/l0 HCl geflockt 2.5 , n10 4,86 21 
5 20 , n/l0 HCl ~ 3,5 . n 10 5.58 21 
6 10 , n/l0O HCl - 3.5 , n/10 6,3 16,7 
7 05 , n10HCl so 5.5 , n/10 7.5 23 
8 1,0 , n/l10 NaOH u 5,5 .n10 etwa7,9 25 
9 20 , n/10 NaOH a 5.5 , n/10 8,68 16,7 
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Versuchsprotokoll 3. 


(14. Versuch: 1. April 1932.) 


m-Kurve des Nepenthes mixta-Sekrets gegen Casein. 
PH | geg 


Caseinlésung: 2,5 g Casein (Hammarsten) + 3cem 2n NaOH + Aqua 
dest. zu 1000 cem, 


Spaltansdtze: 3,5cem Caseinlésung + 2,5cem m/7 Veronal-Acetat 
neem HCl + Aqua dest. zu 14cem. 5 cem entnommen, hiervon 4,5 cem 
Nullabnahme, 0,5 ccm vérworfen. Restliche 9cem + 1leccem doppelt ver- 
diinntem Nepenthes mixta-Sekretpraparat + 4 Tropfen Toluol. Spaltung 
70 Stunden bei 38°C. 


Analyse: 5cem Abnahme (bzw. 4,5cem Nullabnahme + 0,5 ccm 
Enzym) + n/10 NaOH bis zur Lésung der Substratfallung + Aqua dest. 
zu 10cem + 5cem m/15 Phosphatpuffer, pu 7,7 + 7,5ccm gesittigte 
Chinidinhydrochloridlésung. Messung im Leitz-Nephelometer. Elektro- 
metrische px-Bestimmung im Ansatzrest. 


Ergebnis: 





Nr. HCl im Ansatz Aussehen NaOH zur Analyse PH — 
1 2.6 cem n/50 klar 3,0 cem n 10 1,59 20 
2 18 , n/50 Y 2.0 , 10 2.07 28.6 
3 7,5 , n/10 ¥ 15 , n/10 2,7 46 
4 65 , n/10 geflockt 15 , n/10 3,89 28.6 
5 5,0 , n/10 . Se. wee 4.65 20 
6 40 , n/10 triibe 10. n/10 5,47 49 
7 3.0 , n/10 klar 0 , n/10  & 33.4 
8 2,0 , n/10 a3 eo ,~ 7 7.63 26 
9 12, 2/10 “ 6 , nt 8,0 17 

10 0 » n/10 ” 0 » Bae 8,7 0 

‘ Ve rsuchsprotokoll 4. 


(8. Versuch: 4. Marz 1932.) 


pu-Kurve des Nepenthes mixta-Sekrets gegen Ovalbumin. 


Substrat: 0,5 g kristallisiertes Ovalbumin (Merck, 2,9°, Aschengehalt), 
fein gepulvert, mit 50cem Aqua dest. aufgeschwemmt. Vom Ungelésten 
auf der Zentrifuge getrennt. 


Spaltansdtze: 2,5cem der etwa 0,5°,igen Ovalbuminlésung + 2,5 ecm 


m/7 Veronal-Acetat + ncem HCl + Aqua dest. zu l4cem.5cem ent- 
nommen, 4,5cem fiir Nullabnahme, 0,5 ccm verworfen. Restliche 9 ccm 
+ leem des zehnfach verdiinnten Nepenthes mixta -Sammelsekrets 
+ 4 Tropfen Toluol. Spaltung 94 Stunden bei 38°. 


Analyse: 5cem Abnahme (bzw. 4,5cem Nullabnahme + 0,5 ccm 
Enzym) + 10 ccm 12,5°,, HCl + 7 cem 20° ige Sulfosalicylsiure. Messung 
im Leitz-Nephelometer. 








90 K. G. Stern u. E. Stern: 





Ergebnis: 

Nr. HCl im Ansatz Aussehen Pu otha 
1 2,6 cem n/50 klar 1,5 16,7 
2 18 , n/d50 ‘ 1,99 16,7 
3 7h.» n/i0 a 2.86 23, 
4 65 ,. nil x 3,99 28.6 
5 50 , n/19 schwach geflockt 4,81 16,7 
6 40 , n/10 - 5,39 (20) 
7 3,0 , n/10 klar 6.9 16,7 
8 20 , n/10 a 7,6 13 
9 ia, a0 e etwa 8 23 

10 0 , n/10 ° 8,4 16,7 


Versuchsprotokoll 5. 
(29. Versuch: 25. April 1932). 
pu-Kurve des Nepenthes Hibberdii-Sekrets gegen SerumeiweiB. 

Substrat: Natives, nichthiamolytisches, menschliches Blutserum, 1: 14 
mit 0,9° ,iger NaCl-Lésung verdiinnt. 

Spaltansdtze: 2ccem des verdiinnten Serums + 2,5cem m/7 Veronal- 
Acetat + neem HCl + Aqua dest. zu l4cem. 5 ccm entnommen, 4,5 cem 
fiir Nullabnahme, 0,5 cem verworfen. Restliche 9 cem + 1 cem des dreifach 
verdiinnten Nepenthes Hibberdii-Sammelsekrets + 4 Tropfen  Toluol. 
Spaltung 70 Stunden bei 37°C. 

Analyse: 5ecm Abnahme + 10 cem 12 °,ig. HCl + 7cem 20° ige Sulfo- 
salicylsiure. Messung im Leitz-Nephelometer. 





Ergebnis: 

Nr. HCl im Ansatz Aussehen Pu een 
1 2.6 cem n/50 klar etwa 1,5 0 
2 18 , .n/59 - 2 0 
3 7,5 , n/10 ‘ 2,9 0 
4 65 . n/10 : 4 0 
5 5,0 , n/10 yi 4.8 0 
6 40 , n/10 P 5.4 0 
7 3.0 ., n/10 triibe 6.9 0 
8 2,0 , n/10 klar 7,6 0 
9 12, 1/10 tribe 8 0 

10 o.« gre klar 8.4 0 


Versuchsprotokoll 6. 
(2. Versuch: 23. Februar 1932.) 


pu-Kurve des Driisengewebsextraktes von Nepenthes mixta 
gegen Ovalbumin. 


Spaltansdtze: 2,5ccem etwa 0,5°,iges Ovalbumin (siehe Protokoll 4) 
+ 2,5cem m/7 Veronal-Acetat + nmcem HCl + Aqua dest. zu 14 ccm. 
5 ccm entnommen, 4,5 cem fiir Nullabnahme, 0,5 cem verworfen. Restliche 
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9cem + leem des dreifach verdiinnten Nepenthes mixta-Driisengewebs- 
extraktes + 4 Tropfen Toluol. Spaltung 71 Stunden bei 38° C. 


Analyse: Vgl. Protokoll 5. 





Ergebnis: 

Nr. HCl im Ansatz Aussehen PH oe 
1 7,5cem n/10 schwach triibe etwa 3,2 33,4 
2 65 , n/10 klar 4,1 23 

3 5,0 , n/10 geflockt 4,9 5 

4 40 ., n/10 ig 5,5 5 

5 3,0 , n/10 klar 7 5 

6 20 , n/10 . 7,7 5 

7 12 , n/1i9 “ 8.6 0 

$8 o , aff in 8.6 0 


pu-Kurve des 


Versuchsprotokoll 7. 


(1. Versuch: 23. Februar 1932.) 


Driisengewebsextraktes von Nepenthes mixta 


gegen Gelatine. 


Ansdtze: Vgl. Protokoll 1. Als Enzymlésung dreifach verdiinnter 
Nepenthes mixta-Driisengewebsextrakt verwendet. Spaltung 22,5 Stunden 


bei 39°C. 


Analyse: Vgl. Protokoll 1. 





Ergebnis: 

Nr. HCl] im Ansatz Aussehen Pa eta 
1 7,5cecem n/10 klar 3,21 22 

2 65 , n/10 - 4.11 16,7 
3 5,0 . n/10 * 4,86 13 

4 40 , n/10 . 55 se) 

5 3,0 , n/10 - 6,95 7 

6 2.0 , n/10 “ Me 13 

7 [Ls « ee “ 8,08 23 

8 o ,. wld * 8.6 0 


Versuchsprotokoll 8. 


(17. Versuch: 8. April 1932.) 


Effekt von Blauséure auf die Aktivitaét der katheptischen 
Nepenthesproteinase gegeniiber Gelatine bei px 4. 


Blausdurelésung: 10 ccm einer 0,027 g HCN pro Kubikzentimeter ent- 
haltenden NaC N-Lésung mit H,SO, neutralisiert und mit Aqua dest. auf 
15 ccm aufgefiillt. 1 cem enthalt 0,018 g HCN. 
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Enzymlésung: 1 cem Nepenthes mixta-Sammelsekret mit Aqua dest. zu 


25cem verdiinnt. 


Enzymaktivatorgemische : 





5eem Enzym (1: 25) 
+5 , Aqua dest. 


10 cem Enzym 1:50 verd. 
Je 1 eem sofort zu 
Ansatz 1 und 2 


5cem Enzym (1: 25) 
+1, HCN-Loésung 
+4 , Aqua dest. 


18mg HCN 
a) sofort leem zu 
Ansatz 3 und 4 
b) nach 20 Min. bei 
37° 1 ecem zu An- 
satz 5 und 6 





Ill 


5ecem Enzym (1 : 25) 
+4 , HCN-Lésung 
+1 


» Aqua dest. 


72mg HCN 
a) sofort 1ecem zu 
Ansatz 7 und 8 
b) nach 20 Min. bei 
37° Leem zu An- 
satz 9 und 10 





Spaltansdtze: 3,5cem 1°, ige Gelatine + 2,5cem  Veronalacetat 
+ 6,5cem n/10 HCl + 1,5cem Aqua dest. = 14cem . px etwa 4. 5ccem 


entnommen, 4,5 ccm fiir Nullabnahme, 0,5 ccm verworfen. Zu den rest- 
lichen 9cem 1 cem der obigen Enzym-H CN-Gemische + 4 Tropfen Toluol 
gefiigt. Spaltung 22 Stunden bei 37°C. 


Analyse: Vgl. Protokoll 1. 





Ergebnis: 
a Ablesung am Mefinstrument 
Nr. Enthaltend PEOBR AL ORL +) FEE, EE 
Nullabnahme Endabnahme 
1 Gemisch I 20 22 
2 ‘ I 20 21 
3 ms II 20 21,6 
4 ‘ Il 20 21,2 
5, ‘ II 20 21 
6* i i II 20 21 
7 ” III 20 21,7 
8 ‘ IIT 20 22 
9 | ‘ Ill 20 23 
10 3 Ill 20 22 


Demnach keine Aktivierung durch HCN bei pu 4. 


Versuchsprotokoll 9. 
(25. Versuch: 18. April 1932.) 
Effekt von Schwefelwasserstoff. 


H,S-Lésung: 1 g Na,8 in 50 cem Aqua dest. gelést. 1 ccm enthalt 20 mg. 


Versuchsanordnung: Die gleiche wie im Protokoll 8 beschrieben, an 
Stelle der HCN-Lésung hier im Gemisch II leem = 20mg Na,S, im 
Gemisch III 4ccm = 80 mg Na,S untergebracht. Die Spaltung wurde bei 
pu 5 ausgefiihrt (5 ccm n/10 HCl im Gelatineansatz). Spaltung 21 Stunden 
bei 37°C. 
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Ergebnis: 





Ablesung am Mefiinstrument 


Nr. Enthaltend Seve 
Nullabnahme Endabnahme 

1 Gemisch | 20 21,5 
2 BS I (fallt aus) 
3 - II 20 23.5 
4 ‘ Il 20 21,5 
5 vm Il 20 20 
6 II 20 29 
7 lll 20 16 
8 a III 20 18 
9 BS Ill 20 16,5 

10 Ill 29 17 


Demnach keine Aktivierung durch H,S bei pu 5. 


Versuchsprotokoll 10. 
(28. Versuch: 21. April 1932.) 
Effekt von Cysteinchlorhydrat. 


Cysteinlésung: 60 mg |-Cysteinchlorhydrat in 10 cem Aqua dest. gelést. 


Enzym-Aktivatorgemische : 





I lI Ill 
lcem Nepenthes leem Enzym leem Enzym 
llibberdii-Sammelsekret +2 ., Cystein=12mg +8 , Cystein=48mg 
+9eem Aqua dest. +7 , Aqua dest. +7 , Agua dest. 


Enzym in den Gemischen 1: 10 verdiinnt. Anordnung die gleiche wie 
in Protokoll 8 beschrieben. Spaltung 20 Stunden bei 37°C und px 4. 





Ergebnis: 
Ablesung am Mefiinstrument 
Nr. Enthaltend etd A i gee, 
Nullabnahme Endabnahme 
1 Gemisch I 20 22.5 
2 ‘ 20 22 
3 i II 20 22 Sofort 
4 - II 20 23 Inkubation 
5 . II 20 23 
6 o Ill 20 24 Sofort 
7 % III 20 24 Inkubation 
8 ‘ Il 20 23 ‘ 


Keine deutliche Aktivierung durch Cystein. 
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Versuchsprotokoll 11. 
(19. Versuch: 12. April 1932.) 
Effekt von Enterokinase auf die Aktivitaét der tryptischen 
Nepenthesproteinase gegeniiber Gelatine. 


Enterokinaseprdparat: Das verwandte Kinasepriparat war nach der 
Vorschrift von E. Waldschmidt-Leitz' aus Darmschleimhauttrockenpulver 
(Schweinediinndarm) mittels Glycerinextraktion und _  anschlieBender 


Reinigung mit Essigséure, Sublimat und Schwefelwasserstoff gewonnen. 
Nechdem wir uns im Leerversuch chne Tryptasezusatz von der Trypsin- 
freiheit des Kinasepraéparats iiberzeugt hatten, wurde seine Wirksamkeit 
mit Hilfe vgn Meerschweinchen-Pankreastryptase gepriift, die sich in 
einer friiheren Arbeit fiir diesen Zweck geeignet gezeigt hatte *. 


Priifung der Kinase auf Wirksamkeit. 

Trypsinlésung: Ein Meerschweinchen wurde durch Ather getdétet. 
Das Gewicht des herauspriaparierten Pankreas betrug 1,7 g. Die Driise 
wurde nach feiner Zerteilung 21 Stunden bei 37° mit etwa 10 ccm 87° 
Glycerin (0,15°,, Essigséiure enthaltend) digeriert. Sodann wurde durch 
Faltenfilter filtriert und der rote, klare Extrakt im Kiihlschrank aufbewahrt. 
In einem solchen Auszug liegt die tryptische Proteinase, wie das folgende 
Beispiel zeigt, noch nicht voll aktiviert vor, kann also chne vorherige Ab- 
trennung der eigenen Kinase zur Priifung der Schweinekinase benutzt 
werden. 


y 
ig. 


Inkubationsgemische : 





I II Il 
2ceem der 1:20 ver- 2cem der 1:20 ver- 2eem der 1:20 ver- 
diinnten Enzymlosung diinnten Enzymlésung dinnten Enzymlosung 
+ Ocem Kinaselésung + 0,2cem Kinaselosung + 0,4ceem Kinaselosung 
+2 ., Phosphatputfer | + 1,8 , Phosphatpuffer + 1,6 , Phosphatpuffer 
(m/15, pu 7) « (m/15, py 7) (m/15, py 7) 


Enzym in 4ccem betragendem Gemisch 1:40 verdiinnt. 20 Minuten 


“bei 39° gehalten. 


Spaltansdtze.und Analyse: Ubliche Gelatineansatze bei pu 8. Spaltung 
nach 30 Minuten bei 39° durch EinflieBenlassen der Abnahmen in 2 cem 
n/10 HCl unterbrohcen. Sonst wie im Protokoll 1 verfahren. 





Ergebnis: 
s Aktivierung, auf 100° 
Nr. Enthaltend Ablesung Spaltung Spaltung bez 
% 0/5 
1 Gemisch I 20 : 23 13 — 
2 & II 20 : 26 23 75 
3 - 15:19 21,1 61 


Kinase ist demnach wirksam. 


 Zeitschr. f. physiol. Chem. 132, 181, 1923, und zwar S. 235ff. 
2 K.G. Stern, ebendaselbst 199, 169, 1931, und zwar 8. 179. 
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Effekt der Kinase auf die tryptische Nepenthesproteinase. 


Inkubationsgemische : 





I II Ill IV 
leem Nepenthes lecm Nepenthes 1ccm Nepenthes O0cem Enzym 
mixta-Sekret mixta-Sekret mixta-Sekret 
+ Ocem Kinase +0,5cem Kinase + 2,5ceem Kinase + 2,5cecm Kinase 
+5 , m/15 Phos- +5 , m/I5 +5 ., m/15 +5 . m/15 
phatpuffer Phosphat puffer Phosphat puffer Phosphatputfer 
(pu7, 1:1) (Pr 7, 42%) (pu 7 2 ee) (Pu ESD 


Gemische 25 Minuten bei 38° (px 7) inkubiert. Sodann jedes Gemisch 
mit Aqua dest. zu 50 ccm verdiinnt. 


Von den Verdiinnungen je 1 cem zu den iiblichen Gelatineansatzen bei 
pu 8 gegeben. Spaltung 22 Stunden bei 37°. 


Analyse wie in Protokoll 1 beschrieben. 


Ergebnis: 





Ablesung am Mefiinstrument 


Nr. Enthaltend ' . ae ts _ 
Nullabnahme Endabnahme 
l Gemisch I 20 29 
2 - I 20 31 
3 a II (20) (23) 
+ " II 20 32 
5 . III 20 27 
6 II 20 26.5 \ 
7 ~ 20 18 | Kon- 
8 = IV 20 17,5| trolle 


Demnach keine Aktivierung der Nepenthestryptase durch Entero- 
kinase. 


Zusammenfassung. 


Um die Natur der Proteinasen kennenzulernen, deren sich insektivore 
Pflanzen bei der Verdauung auBerhalb befindlicher Substrate bedienen, 
wurde die nephelometrische Analyse des Sekrets der Fangkannen von 
Nepenthes Hibberdii und Nepenthes mixta durchgefiihrt. Unter Heran- 
ziehung von Gelatine, Edestin, Casein, Ovalbumin und SerumeiweiB 
als Substraten wurden im Sekret zwei echte Proteinasen nachgewiesen : 
Eine katheptische, optimal auf isoelektrisches EiweiB (py 4 bis 5) wirkende, 
und eine tryptische, optimal bei pq 8 wirkende Proteinase. Die gleichen 
Enzyme wurden im Extrakt des Driisengewebes der Fangorgane ge- 
funden. Bei der im Sekret herrschenden Wasserstoffionenkonzentration 
(pu etwa 7) ist im wesentlichen die tryptische Proteinase wirksam. 
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Bei der Priifung des Verhaltens dieser Proteinasen gegen Koérper 
die als Aktivatoren anderer Proteinasen bekannt sind, konnte wede: 
eine Aktivierung der Gelatinespaltung durch die katheptische Proteinas: 
mittels Blausiure, Schwefelwasserstoff oder Cystein, noch eine Akti 
vierung der Tryptase durch Enterokinase festgestellt werden. Di 
Tryptase verhalt sich demnach wie das entsprechende Enzym der 
farblosen Blutzellen. 

Nachdem kiirzlich Okahara bei einer anderen insektivoren Pflanze, 
Drosera rotundifolia, eine echte Pepsinase gefunden hat, gelangen wit 
zu dem SchluB, daB die Pflanzen der Erzeugung der gleichen sezernierten 
Proteinasen faihig sind wie die héheren Tiere. 


Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der ,, Rumsay-Harriman- 
Stiftung fi Dr. Bucky**, sowie der Schering-Kahlbaum A.-G. ausgefiihrt, 
denen auch an dieser Stelle bestens gedankt sei. 
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Uber den 
Kohlenhydratstoffwechsel der ruhenden und titigen Milchdriise. 


Von 
H. K. Barrenscheen und Nikolaus Alders. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie und der II. Frauenklinik der 
Universitat Wien.) 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung aus der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 9. Juni 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


1, 

Die Frage nach der Entstehung des Milchzuckers gehért zweifellos 
zu den interessantesten Problemen des Kohlenhydratstoffwechsels. 
Das in der Adlteren physiologisch-chemischen Literatur wiederholt 
angeschnittene Problem eines dem Glykogen analogen Polymerisations- 
produktes des Milchzuckers in der sezernierenden Milchdriise? 
eines ,,Lactosogens*,— kann heute endgiiltig als in negativem Sinne 
erledigt gelten. Dariiber, daB die Glucose bzw. der Blutzucker das 
Material fiir den Aufbau des Disaccharids Lactose abgibt, kann nach 
der groBen Reihe der vorliegenden experimentellen Befunde kein 
Zweifel sein. Es sei hier an die Arbeiten von Noorden und Zuelzer, 
Porcher, Noel Paton und Cathcart, Kaufmann und Magné u. a. erinnert?. 

Besteht so iiber die Quelle des Milchzuckers kein Zweifel mehr, so 
mu die Frage nach den Wegen, welche von der Glucose zur Lactose 
fiihren, als vollkommen offen bezeichnet werden. Von Réhmann® ist 


1 H. Thierfelder, Piliigers Arch. 32, 619, 1883; Landwehr, ebendaselbst 
21, 40, 1887; Herz, Chem.-Ztg. 15, 1126; P. Bert, Soc. de biol. 1878; Lajouz, 
J. de pharm. chim. (6) 14, 197, 1905. 

2 Noorden, Pathol. d. Stoffwechsels 1, 413, 2, 240, 1907; Porcher, 
diese Zeitschr. 28, 370, 1910; Noel Paton u. Cathcart, J. of Physiol. 42, 179, 
1911; Kaufmann u. Magné, C. vr. acad. sci. 148, 779, 1906. 

% Diese Zeitschr. 57, 380, 1913; 61, 464, 1914; 72, 26, 1915; S4, 382 
und 399, 1917; 98, 237, 1919. 
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in einer gréBeren Reihe von Arbeiten der Versuch unternommen worden, 
die Milchzuckerbildung auf das Ineinandergreifen einer Reihe von 
verschiedenen ,,Stereokinasen* und einer ,,Galaktosidoglucose zuriick- 
zufiihren. Die Réhmannschen Anschauungen konnten sich weder in 
ihren theoretischen noch in ihren experimentellen Voraussetzungen 
Geltung verschaffen'. Betrachtet man das Problem nach den heute 
feststehenden Tatsachen des intermediaren Kohlenhydratstoffwechsels, 
so sind theoretisch fiir die Bildung des Milchzuckers zwei Moglichkeiten 
gegeben. Die eine ware die, daB die Glucose zunachst abgebaut wird, 
aller Voraussicht nach in Bruchstiicke der Dreikohlenstoffreihe, aus 
denen dann synthetisch die Galaktose gebildet wird?. Eine andere 
Moglichkeit der Bildung der Galaktose und weiter des Milchzuckers 
wire gegeben durch eine vorherige Phosphor ylicrung. In den Mitteilungen 
Neubergs® und seiner Mitarbeiter, sowie den Arbeiten des einen von uns! 
und den Untersuchungen von Irene St. Newberg und Clara Ostendor{° 
ist auf die Bedeutung der Phosphorylierung fiir die sterische Umwandlung 
der einzelnen Zucker ineinander wiederholt hingewiesen worden. Die 
Tatsache, da intermediair aus Glucose bzw. Glykogen Fructoseester 
entstehen kénnen, ist als experimenteller Beweis dieser Anschauungen 
aufzufassen. Fiir die Frage der Milchzuckerbildung liegen in dieser 
Hinsicht ausschlieBlich Untersuchungen von Svanberg® vor, die allerdings 
zu volikommen negativen Resultaten fiihrten. Die Versuchsanordnung 
Svanbergs, der mit dem Euter frisch geschlachteter Milchkiihe arbeitete, 
ist jedoch nach unserer Meinung nicht geeignet, in dieser Frage ein- 
deutige Ergebnisse zu liefern. Die Ausdehnung der Versuche iiber 
Tage ist schon ein Moment, das geeignet ist, ein eventuelles positives 
Resultat zu verschleiern, da intermediir gebildete Ester innerhalb 
dieser Versuchszeit wieder zerfallen sein kénnen; die Verwendung 
‘von Toluol als Antisepticum bei derartigen Versuchen kann auf den 
Co-Fermentanteil hemmend einwirken, den wir als fiir die Phosphory- 
lierung wesentlich betrachten miissen’. 


1 Vgl. dazu u.a. Abderhalden u. Bassani, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
90, 369, 1914. 

2 Siehe Magnus-Levy in Oppenheimers Handb. 8, 404; Abderhalden, 
Lehrb. f. physiol. Chem., 5. Aufl., 1931, 8. 251. 

% Zusammenfassend in dem Vortrag Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 55, 
3629, 1922; ferner Ann. de la Brasserie ete. 27, 65, 1928. 
Barrenscheen u. Panu, diese Zeitschr. 219, 364, 1930; Barrenscheen, 
Pany u. Berger, ebendaselbst 229, 196, 1931. 

6 


- 


Ebendaselbst 221, 154, 1930. 

Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 207, 1930. 

Vgl. Neuberg u. Kobel, Ber. 68, 1986, 1930. Eigene Erfahrungen an 
tierischem Material haben uns die von Neuberg fiir die Hefe erhobenen 
Befunde vollauf bestatigt. 
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Wir haben uns daher veranlaBt gesehen, das Problem erneut 
experimentell anzugehen, und bringen im nachstehenden zunichst 
Ergebnisse unserer Untersuchungen, die sich nicht nur auf die Frage 
der intermediairen Phosphorylierung in der Milchdriise erstreckten, 
sondern sich im weiteren Verlauf auch mit dem gesamten Komplex 
der kohlenhydratspaltenden Fermente und deren Verhalten in der 
funktionierenden und ruhenden Driise beschaftigten. 


2. Zur Technik der Versuche. 


Die Mehrzahl der Untersuchungen wurde an Meerschweinchen durch- 
gefiihrt, deren paarig angeordnete Milchdriisen sich éuBerst leicht pripa- 
rieren lassen. Dies gilt nicht nur fiir die Driisen gravider und laktierender 
Tiere; auch die Driisen virgineller Tiere bzw. solcher, die bis zu 14 Tagen 
nicht mehr geséugt haben, lassen sich einwandfrei aus dem umgebenden 
Fett und Bindegewebe auslésen. Auch fiir Exstirpationsversuche ist die 
Meerschweinchendriise sehr geeignet. Von Porcher! ist seinerzeit gegen die 
Ergebnisse von Marshall und Kirkness? der Einwand erhoben worden, daB 
das Meerschweinchen fiir Versuche an der Milchdriise wenig geeignet sei, 
da die Sekretion der Meerschweinchendriise eine sehr geringe sei und die 
Jungen dieser Tierart, auch ohne gesiugt zu werden, durchkommen kénnen. 
Der Einwand Porchers mag fiir seine Versuchsanordnung (Glucosurie nach 
Eixstirpation der sezernierenden Milchdriise) richtig sein. Fiir unsere Frage- 
stellung, die in erster Linie Unterschiede zwischen der ruhenden und funk- 
tionierenden Driise ins Auge faBt, ist dieser Einwand gegenstandslos. Im 
Gegenteil, es miissen Differenzen, die sich hier ergeben, um so schwerer ins 
Gewicht fallen. Als weitere Versuchstiere wurden Kaninchen verwendet, 
deren ausgedehnte, sich oft von der Axilla bis zur Leistenbeuge hinziehenden 
Driisen, namentlich dort, wo mehr Material gebraucht wird, ausgezeichnet 
verwendbar sind. 

Uber die GréBenordnung der fiir die Versuche zur Verfiigung stehenden 
Driisenmengen mégen nachstehende Zahlen AufschluB geben: 

Die Meerschweinchendriisen wiegen je nach GréBe des Tieres und 
Funktionszustand des Organs zwischen 0,6 bis 20 g; die niedrigsten Gewichte 
finden sich selbstverstandlich bei den ruhenden Driisen, bei denen wir ein 
Durchschnittsgewicht von rund 0,9 g fiir beide Driisen feststellen konnten, 
wahrend sich bei den laktierenden Tieren ein Durchschnittsgewicht von 
8,7 g ergab. Wesentlich giinstiger liegen die Gewichtsverhiltnisse fiir die 
Driise des laktierenden Kaninchens, wo man fiir die Driise einer Seite je 
nach der GréBe des Tieres 40 bis 80g und mehr rechnen kann. Im all- 
gemeinen ist die Verarbeitung der Driise des Meerschweinchens, namentlich 
dort, wo es sich um die quantitative Verteilung der Phosphorfraktionen 
handelt, giimstiger, da die Meerschweinchendriise, worauf bereits Porcher*® 
hingewiesen hat, auffallend arm an Milch ist; es gelingt bei einigem Geschick 
leicht, die wenigen Tropfen Milch, die eine solche Driise enthalt, bei dem 
lebenden Tiere auszupressen. Ungiinstiger liegen die Verhaltnisse in dieser 
Hinsicht beim Kaninchen; hier ist bei der groBen Anzahl von Zitzen an ein 


1 Le. 
2 Biochem. J. 2, 1, 1907. 
* Le. 
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mechanisches Ausdriicken der Milch beim lebenden Tier nicht zu denken 
Wir haben uns in dem Falle so geholfen, daB wir das auspraparierte Organ 
vor der Verarbeitung in einem Leinentuch griindlich auspreBten. Allerdings 
bleiben auch bei diesem Vorgang immer noch betrachtliche Reste von 
Milch in der Driise zuriick. 

Fir einen Teil der Versuche, speziell fiir jene, welche sich mit der Ver 
teilung der einzelnen Phosphorfraktionen befaBten, wurden die lebens- 
warm entnommenen Driisen sofort in eine genau gemessene Menge 10 °ige: 
Trichloressigséure eingebracht und unter der Trichloressigsiure mit eine: 
gewogenen Menge Quarzsand zu einem homogenen Brei verrieben. Auch 
ohne Quarzsand laBt sich die Meerschweinchendriise in der Reibschale 
sehr leicht zu einem vollkommen feinen Brei verreiben. Die Kaninchen 
driise, welche wesentlich bindegewebsreicher ist, wurde durch den Hof/ 
meisterschen Apparat durchgelassen und auf diese Weise ein véllig binde- 
gewebsfreier Brei von Zellen erhalten. Die ersten Anteile, welche bei der 
Verarbeitung der Kaninchendriisen durch den Apparat gingen und die durch 
ihren Milchreichtum auffallend diinnfliissig waren, wurden verworfen. 

Die Phosphorbestimmungen wurden nach Fiske-Subbarow ausgefiihrt ; 
die Bestimmung der einzelnen Fraktionen des organisch-séureléslichen 
Phosphors erfolgte durch Hydrolyse in n HCl nach Lohmann’, in der von 
dem einen von uns mit Vdsdrhelyi? angegebenen Technik. Fiir die Be 
stimmung des Gesamtphosphors wurde das Gewebe mit Schwefelsiure 
Perhydrol verascht und in der Aschenlésung der Phosphor kolorimetrisch 
bestimmt. 

Die Bestimmung des Glykogens erfolgte nach einer Mikromodifikation 
der Pfliigerschen Methodik derart, daB die lebenswarm gewogenen Driisen 
sofort in einem Zentrifugenréhrchen mit der entsprechenden Menge 60 ° ,iget 
Kalilauge hydrolysiert wurden; Fallung mit Alkohol und Waschung des 
Glykogens erfolgten in demselben Réhrchen. Nach Lésen in wenig heiBem 
Wasser wurde filtriert, bei einem Salzsiuregehalt von 4°, 4 Stunden lang 
im siegenden Wasserbad hydrolysiert ; nach Neutralisation wurde die Lésung 
auf ein bestimmtes Volumen, meist 10 ccm, aufgefiillt und in aliquoten 
Teilen die Zuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen durchgefiihrt. 

Der Nachweis des Methylglyoxals bei der Hemmung der Glykolyse 
erfolgte durch Fallung als Bis-2, 4-Di-nitrophenylhydrazon nach Neuberg 
und Kobel* und Identifizierung durch Schmelzpunkt und Mischschmelz- 
punkt; die Milchsdurebestimmung wurde nach Friedemann, Cotonio und 
Shaffer* in der Modifikation von Friedemann und Kendall® vorgenommen. 
Samtliche Bestimmungen wurden als Doppelbestimmungen ausgefiihrt. 


3. Phosphorgehalt und Phosphorverteilung in der ruhenden und 
funktionierenden Milehdriise. 


DaB in der Graviditait die Phosphorbilanz positiv wird, kann heute 


als gesichert angenommen werden. Sowohl die alteren Arbeiten auf 


1 Diese Zeitschr. 202, 466, 1928. 

2 Barrenscheen u. Vasdarhelyi, ebendaselbst 230, 330, 1931. 

3 OC. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 208, 463, 1928; 210, 466, 1929. 
4 J. of biol. Chem. 78, 335, 1927. 

5 Ebendaselbst 82, 23, 1929. 
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diesem Gebiete! als auch neuere Untersuchungen? berichten iiberein- 
stimmend iiber eine betrichtliche Retention von Phosphat, das jedoch 
nur zum geringeren Teil fiir den Aufbau des Fétus verwendet wird, 
wihrend der gréBere Anteil im miitterlichen Organismus gespeichert 
wird. Als Ort dieser Speicherung im miitterlichen Organismus kommt 
wohl in erster Linie das Knochensystem in Betracht. 





Eine derartige Speicherung in der Graviditat hat ihre Bedeutung 
fiir die spitere Periode der Lactation, in der unter anderem fiir den 
Aufbau des Caseinogens gréBere Mengen Phosphorsaure bereitgestellt 
werden miissen, die nebst nicht unbetrachtlichen Mengen anorganischen 
Phosphats dem miitterlichen Organismus mit der Milch verlorengehen. 


Fiir das uns speziell interessierende Problem der intermediiren 
Phosphorylierung der Glucose als vorbereitender Stufe fiir die Milch- 
zuckerbildung spielt diese Speicherung jedoch eine untergeordnete 
Rolle. Das fiir Phosphorylierungszwecke gebrauchte Phosphat geht 
ja dem Organismus nicht verloren, wie etwa der Phosphor des Ca- 
seinogens, sondern kann jederzeit wieder nach erfolgter Abspaltung in die 
Synthese einbezogen werden. Immerhin war aber zu erwarten, daB 
das titige Organ, in dem Phosphorylierungsprozesse ablaufen, reicher 
an Phosphat ist und dieses in anderer Verteilung erhailt als das ruhende 
Organ. Wir haben aus diesen Griinden unser Augenmerk nicht auf die 
Verfolgung einer eventuellen Speicherung des Phosphats in der Milch- 
driise im Verlauf der Graviditat gelenkt, sondern in erster Linie Unter- 
schiede im Phosphorgehalt zwischen der ruhenden und funktionierenden 
Driise zu erfassen gesucht. Derartige Unterschiede bestehen nun, wie 
aus der Tabelle I hervorgeht, tatsachlich. 


Samtliche Versuche der Tabelle I sind an der Driise des Meerschwein- 
chens durchgefiihrt und auf das Gramm Trockensubstanz gerechnet, 
da im Feuchtigkeitsgehalt der funktionierenden und ruhenden Driise 
erhebliche Unterschiede bestehen [fiir die ruhende Driise fanden wir 
einen Trockenriickstand zwischen 37 und 48,5°, (im Mittel 45°,), 
fiir die funktionierende Driise Werte von 27 bis 31°), (im Mittel 30°,)]. 
Wie die Zahlen der Tabelle eindeutig zeigen, ist der Gesamtphosphor- 
gehalt der funktionierenden Driise wesentlich héher als der der ruhenden. 
Theoretisch waren drei Méglichkeiten gegeben: Einmal kann die Ver- 
mehrung des Gesamtphosphats bedingt sein durch den Mehrgehalt 
der Driise an Nucleinsiuren sowie die Gegenwart von Caseinogen bzw. 
dessen Vorstufen. Eine zweite Méglichkeit ergibt sich in einer eventuellen 


1 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse bis 1925 siehe bei 
Kehrer in Halban-Seitz’ Handb. 6, Nr. 2, S. 714, 1926. 


2 Coons u. Blunt, J. of biol. Chem. 86, 1, 1930. 
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Tah 
i I 
1 2 — 
; ; Gesamt-P Gesamtsaureldéslicher | 
Versuchstier mgig (1—3) 
Trocken- 5 se ray, — Bem , = 
gewicht absolut 10 des 
Gesamt-! 
Nr.17a. Trachtiges Meerschweinchen 3,42 — 
Nr. 1%. Meerschweinchen. Wurf vor | | 
13 Tagen. Nicht gesaugt ; ruhend 3.21 - - 
Nr. 15a. Meerschweinchen. Wurf vor | | 
1 Tag. Nicht gesaugt 5,53 3,04 55 
Nr. 16a. Laktierendes Meerschweinchen | funk 9,02 4,06 45 
Nr. 18a. Laktierendes Meerschweinchen — 9,32 4,34 46.6 
2 . ‘ tionierend | S 
Nr. 14b. Laktierendes Meerschweinchen | 9,83 _ -- 
Tabell 
ll. 
Gesamtsdure- Anorganischer P 
lislicher P sietnictinaecayrintateniiabiagianrtatmaimantia 
Versuchstier (Veraschung) in %, des 
in mg pro ¢g absolut gesamtsaéure 
Feuchtsubstanz lislichen P if 
Nr.12. Trachtiges Kaninchen . 1,392 0,650 46,7 0.88 
Nr. 7a. Meerschweinchen. Wurf vor 14 Tagen. sate 
Nicht gesiugt reer 0,276 0,119 43,1 0.17 
— i = 17 
Nr. 15b. Meerschweinchen. Wurf vor 1 Tag. 
Nicht gesaugt gah Wie ee 1,370 0,694 50,6 0.74 
Nr. 5b. Puerperales Meerschweinchen.  Seit rf 
9 Tagen nicht gesiugt ....... 0,475 0,174 36,6 021 
Nr. 8a. Puerperales Meerschweinchen.  Seit r 
3 Tagen nicht gesiugt P, 0,849 0,255 30,0 0.33 
Nr. 6b: Laktierendes Meerschweinchen. . . 0,909 (0,224 24,7 099 
Nr. 2b. Laktierendes Meerschweinchen . ‘ 0,708 0,208 29,4 0.23 
Tabell: 
II. 
Gesamtsiéure- ischer P 
léslicher P Anorganischer | 
a ee (Veraschung) a “ 
Versuchstier in mg in %/, des —-- 
pro gFeucht- | absolut gesamtsiiure 
substanz léslichen P 7 
sofort 
ver- 1,030 0,288 28,0 wo 
arbeitet 0,35) 
Nr.6a. Laktierendes Meerschweinchen nach 3 Std. l 
im Brut- |\ 1080 || 0621 | 57,5 
0,62 
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| 
3 
Saureunloslicher 4 Anorganischer P Organisch siureléslicher P 
(1—2) (2—4) 
absolut des Gesamt-P absolut des Gesamt-P absolut des Gesamt-P 
2.49 45 1,54 27,9 1,5 27,1 
4,96 55 1,02 13,8 3,04 31,2 
4,98 53,4 1,41 15,2 2,93 31,4 
ll. 
P nach Hydrolyse Pyrophosphat-P Schwer hydrolysierb. P 
SegRPraes seiner Sa io pS | «dim 0 ‘des — in 9 des 
cad 15’ 30’ 60" 180’ absolut gesamtsiure- absolut gesamtsiure- 
lislichen P léslichen P 
0,880 0,933 0,933 0,933 1,066 0,230 16,5 0,326 23,5 
0,173 | 0,173 | 0,176 0,179 0,206 0,054 19,6 0,076 27,5 
0,791 0,807 0,820 0,842 0,923 0,097 7,1 0,447 32,7 
0,213 0,224 0,227 0,251 0,276 0,039 8,2 0,199 41,9 
0,336 | 0,396 0428 0,428 0,478 0,081 9.5 0,371 43,8 
0,328 0,345 0,345 0,371 0,387 0,104 11,4 0,522 57,4 
0,235 | 0,250 0,254 0,257 0,279 0,027 3,8 0,429 60,6 
I. 
P nach Hydrolyse Pyrophosphat-P Schwer hydrolysierb. P 
ae oe aKa? in %Jo des in ©» des 
7 15’ 30° 60° 180° absolut gesamtsiure- absolut gesamtsdure- 
lislichen P léslichen P 
0,350 | 0,383 | 0,395 0,395 0,434 0.062 6 0,596 57,8 
0,621 0,621 0,621 0,643 0,643 -- - 0,437 40.5 
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Speicherung von Phosphatiden. SchlieBlich kime eine Vermehrung 
von Kohlenhydrat-Phosphorsiureestern in Frage. Eine Entscheidung 
in dieser Hinsicht erlaubt bereits die Fraktionierung des Phosphors 
nach Greenwald' in séureléslichen und séureunléslichen Anteil. Absolut 
und prozentual ergibt sich fiir die funktionierende Driise eine betracht- 
liche Steigerung des organisch gebundenen sdureunldslichen Phosphats, 
welche in erster Linie auf Nucleinsiuren und auf Caseinogen bzw. 
dessen Vorstufen zu beziehen ist. Fiir eine Vermehrung des Phosphatid- 
phosphors in der funktionierenden Milchdriise finden sich in der Literatur 
keine Angaben. Macht man sich die von Meigs, Blatherwick und Cary? 
auf Grund von Analysen des Blutes der Eutervene und der Jugularis 
vertretene Anschauung zu eigen, daB das Milchfett aus den Fettsauren 
der der Driise zugefiihrten Phosphatide unter Abspaltung anorganischen 
Phosphats aufgebaut wird, wie es auch den Anschauungen von Bloor® 
uber den Fettstoffwechsel entspricht, so erscheint auch eine Speicherung 
von Phosphatid in der funktionierenden Driise wenig wahrscheinlich. 
Gegeniiber der ruhenden Driise zeigt nun die laktierende weitere wichtige 
Differenzen in der Fraktion des organisch-séureléslichen Phosphors 
insofern, als diese Fraktion in der tatigen Driise absolut betrachtlich 
vermehrt ist. Die Vermehrung betragt gegeniiber der nicht funktio- 
nierenden Driise rund das Doppelte. Entsprechend der Erhéhung 
dieses Anteils zeigt das anorganische Phosphat in der tatigen Driise 
prozentual einen deutlich niedrigeren Wert, zwischen 10 und 15,2°, 
gegen rund 28°, in der ruhenden Driise. Dabei ergeben sich fiir die 
absoluten Werte des anorganischen Phosphors keine wesentlichen 
Differenzen.: Diese Unterschiede werden wesentlich gréBer, wenn man 
die Differenz im Gesamtgewicht der ruhenden und funktionierenden 
Driise beriicksichtigt, betragt doch das Gewicht der tatigen Driise rund 
das Zehnfache dessen der ruhenden. 


Die in den verschiedenen Funktionsphasen festgestellten Unter- 
schiede erfahren nun eine wesentliche und weitgehende Differenzierung, 
wenn man den saureléslichen Anteil des Phosphors nach der Lohmann- 
schen Methodik —- Hydrolyse in n Salzsiure —— aufarbeitet und derart 
einen Uberblick iiber die Phosphorsaureester dieser Fraktion gewinnt. 
Neben der Aufteilung in leicht und schwer hydrolysierbare Ester 
(Diphosphat- und Monophosphatfraktion) bietet die Methodik gleich- 
zeitig auch die Méglichkeit, mit der Feststellung der Gegenwart einer 
,,Pyrophosphatfraktion“, jenes bereits nach 7 Minuten Hydrolysedauer 


1 J. of biol. Chem. 14, 369, 1913; 21, 29, 1915. 

2 Ebendaselbst 87, 1, 1919. 

3 Ebendaselbst 19, 1, 1914; 23, 317, 1915; 25, 577, 1916; 31, 79, 
1917. 
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aufspaltbaren Anteils, einen Einblick in das im Ab- und Aufbau der 
Kohlenhydrate wesentliche Co-Fermentsystem zu gewinnen. 

Im nachstehenden bringen wir eine Auswahl unserer diesbeziig- 
lichen Versuche (Tabelle II). Aus Mangel an Material muBte in diesen 
| Versuchen die Bestimmung des Trockengewichtes entfallen. Samtliche 

Werte der Tabelle IT beziehen sich daher auf Gramm Feuchtgewicht 
der Driise. 

Wie aus den Zahlen der Tabelle IJ und Abb. 1 hervorgeht, be- 
istehen zunichst zwischen der nicht funktionierenden und _ tatigen 
|Driise Unterschiede im Verhaltnis des anorganischen zum gesamt- 
siureléslichen Phosphor. In der ruhenden Driise wird dieses Verhaltnis 
regelmaBig betrichtlich héher gefunden als in 
der funktionierenden, was letzten Endes nur ruhende titige Drise 

















‘eine Bestitigung unserer in der Tabelle I “a 

wiedergegebenen Zahlen bedeutet. ye 
Wesentlicher fiir unsere Untersuchungen 3 2” 

sind jedoch die Differenzen zwischen der  § g 

ruhenden und tatigen Driise in der Fraktion 8 50 

des schwer hydrolysierbaren Phosphors; hier 8 , wet 

ergeben sich, wenn man Driisen mit annahernd 00 : 

gleichem P-Gehalt beriicksichtigt, absolut und R20 

prozentual] betrachtliche Unterschiede. Wahrend 0 

in der Driise des graviden, Tieres die Fraktion ot. 

der schwer hydrolysierbaren Ester rund 23,3°%, eee? 


‘in der sich riickbildenden Driise 32 und 44°, = © fio’ Ayorolysierbare Ester 
betrigt, liegen die entsprechenden Zahlen fiir C%™"@” *” : 
die laktierende Driise zwischen 57 und 61°,, Abb. 1. 
Ergebnisse, die auf eine Anreicherung gerade Y¢erbiltnis der einzelnen 

: t 7 sac Reet P-Fraktionen i. d. ryhen- 
dieser Fraktion in der funktionierenden Driise den u. tatigen Milehdriise. 


schlieBen lassen. 


Nach den Untersuchungen Lohmanns handelt es sich bei der 
Fraktion der schwer hydrolysierbaren Ester um eine Hexosemono- 
phosphorsiure. Priparative Versuche, die wir an geringen Mengen 
Materials nach der Methodik von Newberg und Leibowitz! unternommen 
haben, fiihrten denn auch zur Isolierung eines Baryumsalzes, welches 
‘positive Molisch-Reaktion gab, Fehlingsche Lésung schwach reduzierte 
und Phosphorsiure in organischer Bindung enthielt, zweifellos also 
}in reduzierender Kohlenhydratphosphorsaiureester war. Material- 
|. angel verhinderte leider eine nahere Charakterisierung des Esters, 
be wir uns vorbehalten. 
| 





1 Diese Zeitschr. 184, 489, 1927. 
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Als weitere Feststellung ergibt sich aus unseren Kurven auch fii 
die Milchdriise der Nachweis einer ,,Pyrophosphatfraktion’, dere: 
Bedeutung fiir den Kohlenhydratstoffwechsel durch die Untersuchunge), 
Lohmanns sowie des einen von uns aufBer Frage steht. Haben wir doch, 
in jener Fraktion zweifellos einen wesentlichen Bestandteil des Co 
Fermentsystems vor uns, im speziellen jenes Anteiles, der die inter 
mediire Phosphorylierung erméglicht. Absolut und prozentual tritt 
der Anteil dieser ,,Pyrophosphatfraktion™ im organisch-siureléslichen 
Phosphor nicht wesentlich hervor, besonders wenn man die Verhaltniss: 
im Blute oder im Muskel beriicksichtigt. Der Nachweis dieser ,,Pyro- 
phosphatfraktion™ spricht aber dafiir, da prinzipiell das gleiche 
Fermentsystem auch in der Milchdriise vorgebildet ist. Fir die Realitat 
dieser ,,Pyrophosphatfraktion spricht nun auch eine Reihe von 
Untersuchungen, die wir zur Erhartung unserer Anschauung iiber di: 
Bedeutung dieser Fraktion durchgefiihrt haben. Wie in friiheren 
Arbeiten! gezeigt werden konnte, liBt sich bei allen die Glykolyse 
hemmenden LEingriffen der Zerfall dieser ,,Pyrophosphatfraktion” 
nachweisen. Mit der Zerstérung dieses Anteiles des Co-Fermentsystems 
geht nun die Fahigkeit des Gewebes zum normalen Kohlenhydrat- 
abbau verloren. Wir finden in Ubereinstimmung mit den Unter- 
suchungen Neubergs als Ausdruck dieser Co-Fermentzerstérung bzw. 
Co-Fermentschadigung regelmaBig die Anhaiufung von Methylglyoxal 
aus zugesetztem Hexosediphosphat. Den gleichen Abbau wie an Blut, 
Leber, Niere, Muskel kann man nun auch an der Milchdriise erzielen. 
Setzt man zu lebensfrischem Brei der Milchdriise Bromessigsiure und 
Hexosediphosphat zu, so laBt sich, wie nachstehender Versuch zeigt, 
Anhiufung von Methylglyoxal bereits in der kurzen Versuchszeit von 
3 Stunden nachweisen. 
Kontrolle: 1g Driisenbrei (Kaninchen), 
5eem Ringerlésung, 
, 5 ,, 5° .iges hexosediphosphorsaures Magnesium. 
Versuch: 5g Driisenbrei (wie oben), 
20 cem Ringerlésung, 
5 ., isosmotische, neutralisierte m/10 Bromessigséure- 
lésung, 
25 ,, 5°. iges hexosediphosphorsaures Magnesium. 
Versuchsdauer 3 Stunden (Brutschrank 37°). 
EnteiweiBung mit 20°,iger Trichloressigsiure; Filtrate mit 1° ),iger 
2, 4-Dinitrophenylhydrazinlésung in 2 n HC] versetzt. 
Kontrolle: Vollkommen klar. 


Versuch: Sofortige Triibung; nach wenigen Sekunden intensiv flockiger 
Niederschlag. Reinigung des Bishydrazons durch wiederholtes Auskochen 


1 Diese Zeitschr. 231, 144, 1931; 232, 165, 1931; 240, 394, 1931. 
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mit Alkohol. Farbreaktion mit Alkohol-kalilauge: rein violett. Schmelz- 
yunkt: 296°.  Mischschmelzpunkt mit reinem Methylglyoxal-bis-dinitro- 
phenylhydrazon: 297°. 

In anderen Geweben (Muskel, Erythrocyten, Leber) fiihrt Zer- 
stérung der Struktur zu einem mehr oder minder vollstandigen Zerfall der 
..Pyrophosphatfraktion und zu einer weitgehenden Aufspaltung der 
Ester unter Einwirkung der Gewebsphosphatasen. Ein gleiches Ver- 
halten zeigt auch das Gewebe der Milchdriise; auch hier sehen wir bei 
der nur kurzdauernden Autolyse von 3!/, Stunden die Phosphatasen 
ihr Zerstérungswerk an den Kohlenhydratestern § vollfiihren (siehe 
Tabelle IIT). 

Inwieweit gestatten unsere bisherigen Ergebnisse nun Schlub- 
folgerungen beziiglich des intermediéren Kohlenhydratstoffwechsels 
der Milchdriise, im speziellen SchluBfolgerungen fiir die Frage der 
intermediaren Phosphorylierung als Vorstufe fiir die Milchzucker- 
bildung? Der Nachweis der ,,Pyrophosphatfraktion, richtiger wohl 
der Fraktion der Adenosintriphosphorsdure (Adenylpyrophosphorsaure 
nach Lohmann) kann zweifellos als Beweis dafiir gewertet werden, daB 
die Milchdriise in ihren Kohlenhydratstoffwechsel Phosphorylierungs- 
vorgange einschaltet. Einen Beweis in dieser Richtung glauben wir 
auch noch in Versuchen, die in einem weiteren Abschnitt dieser Arbeit 
besprochen werden sollen, zu liefern. 

Die Anhaufung schwer hydrolysierbarer Kohlenhydratphosphor- 
siureester, die sich aus unseren Versuchen einwandfrei fiir die tatige 
Driise ergibt und die — wie auch der angefiihrte priparative Versuch 
zeigt --- auf Hexosemonophosphorsiure zu beziehen ist, la8t sich un- 
gezwungen so deuten, daB hier die Vorstufe fiir die Umpraigung der 
Glucose zur Galaktose zu suchen ist. Der schliissige Beweis fiir diese 
Annahme ware durch die Charakterisierung und Dephosphorylierung 
dieses Monoesters zur Galaktose zu fiihren. 


4. Weitere Untersuchungen iiber den Kohlenhydratstoffwechsel der 
funktionierenden und ruhenden Milchdriise. 

Die in den vorstehenden Versuchen ermittelten Unterschiede 
zwischen ruhender und tatiger Driise veranlaBten uns, auch die iibrigen 
Funktionen des Kohlenhydratstoffwechsels in dieser Hinsicht zu unter- 
suchen. 

a) Glykogen und Glykogenolyse. 


Uber den Glykogengehalt der Milchdriise liegen mit Hinblick auf 
die Frage einer Vorstufe des Milchzuckers in der Literatur verschiedent- 
liche Angaben vor, welche sich kurz dahin zusammenfassen lassen, 
daB eine Speicherung eines Reservekohlenhydrats nicht statthat. 


108 H. K. Barrenscheen u. N. Alders: 


Nach unseren eigenen Untersuchungen ist der Glykogengehalt der 
Milchdriise —- nach dem Pfliigerschen Prinzip bestimmt — als minima! 
zu bezeichnen; er betrigt, auf Trockengewicht berechnet, zwischen 
1'/, und rund 2 mg pro Gramm, das sind 0,15 bis 0,2°, der Trocken- 
substanz. Daf derartig geringe Mengen eventuell iibersehen werden 
kénnen, liegt auf der Hand. Fiir den Kohlenhydratstoffwechsel der 
Milchdriise sind sie kaum von Bedeutung. Verwertbare Unterschiede 
zwischen der laktierenden und ruhenden Driise ergeben unsere Unter- 
suchungen, wie die Tabelle [V zeigt, nicht. 


Tabelle IV. 





Glykogen 


Versuchstier te , 
mg/g Trockengewicht 


Nr.17b. Trachtiges Meerschweinchen 2.07 
Nr.15. Meerschweinchen vor 1 Tag 

Wurf. Nicht gesiugt a 1,51 
Nr. 16b. Laktierendes Meerschweinchen 1,84 
Nr. 14a. Laktierendes Meerschweinchen 1,65 


DaB die Milchdriise befihigt ist, polymeres Kohlenhydrat abzubauen. 
geht aus Untersuchungen von Grimmer! und Tateyama? hervor. Grimmer 
fand in seinen Versuchen mit Starke als Substrat fiir die Driise des Rindes 
einen starkeren Abbau in der ruhenden als in der tatigen Driise, waihrend 
die Driise des Schafes gerade das umgekehrte Verhalten ergab. Nach 
Tateyama, der an menschlichem Leichenmaterial arbeitete, baut die 
laktierende Driise Glykogen wei* starker ab als die ruhende Driise. 

In eigenen Versuchen haben wir an der tatigen Meerschweinchen- 
driise den Schwund des praformierten Glykogens verfolgt und er- 
hielten fiir die kurze Versuchszeit von 2 bis 2',, Stunden einen Abbau 
von 57,9 bis 72,9°,. Mangel an Material gestattete leider nicht, den 
Vergleich an der ruhenden Driise durchzufiihren. 


b) Die Glykolyse. 

Die Fahigkeit der Milchdriise zur Glykolyse ist durch eine Reihe 
von Untersuchungen von T'ateyama* und Svanberg* sichergestellt. 
Tateyama, welcher mit menschlichem Leichenmaterial arbeitete, 
welches 24 bis 48 Stunden im Kihlraum gelegen war, untersuchte 
speziell nach dem Neuwbergschen Abfangverfahren die Bildung von 
Acetaldehyd aus zugesetzter Glucose, Lactose und Galaktose und fand 
in allen Fallen deutliche Mengen von Acetaldehyd. Unterschiede 


1 Diese Zeitschr. 58, 429, 1913. 
2 Ebendaselbst 168, 297, 1925. 
8 Zeitschr. f. phys. Chem. 188, 207, 1930. 
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zwischen der laktierenden und funktionierenden Driise ergaben sich 
insofern, als die Ausbeuten an Acetaldehyd bei den nicht funktionierenden 
Driisen wesentlich geringer waren. Svanberg arbeitete mit Ferment- 
praparaten aus dem Euterparenchym ausschlieBlich milchender Kihe 
und fand in seinen sich iiber Tage erstreckenden Versuchen Abbau von 
Glucose, Galaktose, Glucose-Galaktosemischungen und Milchzucker. 
Auffallenderweise fand er in all seinen Versuchen neben Milchsaiure 
auch das Auftreten gasférmiger Abbauprodukte. Ob hier trotz Ver- 
wendung des Toluols als Antisepticum nicht doch auch bakterielle 
EKinwirkung fiir dieses auffallige Resultat mit verantwortlich ist, soll 
dahingestellt bleiben. 


In unseren eigenen Versuchen haben wir zunidchst auf Unterschiede 
in der Glykolyse zwischen der ruhenden und funktionierenden Driise 
geachtet. Zur Ausschaltung bakterieller Einfliisse wurden die Versuche 
nicht iiber eine Zeit von 3 Stunden ausgedehnt. Um optimale Ver- 
haltnisse fiir die Glykolyse zu schaffen, wurde in allen Versuchen 
mit Phosphatpufferung von py 7,38 gearbeitet. Vom Zusatz eines Anti- 
septicums sahen wir ab. Wie die Tabelle V zeigt, bestehen nun tatsachlich 
weitgehende Unterschiede in der Glykolyse zwischen tatigem und 
ruhendem Driisengewebe, dahingehend, daf die funktionierende Driise 
im Durchschnitt mehr als das Dreifache an Milchsiéiure bildet wie die 
ruhende. Dabei ist in diesen Versuchen die Differenz im Trocken- 
gewicht zwischen ruhender und funktionierender Driise nicht in Rechnung 
gezogen; bei Beriicksichtigung der bereits mehrfach erwahnten Unter- 
schiede wiirden sich noch weit gréBere Differenzen im glykolytischen 
Vermégen ergeben. Diese Unterschiede in der Fahigkeit der Milchsiure- 
bildung bewegen sich in derselben GréBenordnung wie die von T'ateyama 
gefundenen Differenzen in der Acetaldehydanhaufung. 


Tabelle V. 





Milchséurebildung pro g Gewebe in 3 Std. (Substrat: Glucose) mg 


ruhende Driise funktionierende Driise 
0,42 20 1,7* 
0,60 2.57 
0.33 0.59 
— 1.39 
Mittelwert: 045 139 


* Substrat: Glykogen. 


Fiir den Mechanismus der Glykolyse in der Milchdriise méchten 
wir auf Grund unseres Befundes einer ,,Pyrophosphatfraktion® a priori 
eine obligate Phosphorylierung annehmen. Daf diese Annahme zu 
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Recht besteht, geht aus nachstehendem Versuch hervor, in welchem 
wir die Phosphatabspaltung im Driisenbrei mit und ohne Zusatz von 
Glucose verfolgt haben. 

Tabelle VI. 


Phosphatabspaltung aus Milchdriisenbrei mit und ohne Glucosezusatz 
(Versuch Nr. 10, laktierendes Kaninchen). 





Abgespaltener P in mg pro g Feuchtsubstanz 


Zeit in Min. 





ohne Glucose mit Glucose 


0 0,269 0,258 
30 0,381 0.325 
60 0.769 0,667 

120 0.976 0.800 
180 1,143 O.889 


Wie die Zahlen der Tabelle VI zeigen, ist die Phosphorsaure- 
abspaltung in dem Ansatz ohne Glucose wesentlich héher als in dem 
‘Zusatzversuch. Die Differenzen lassen sich wohl nur derart erkliren. 
da8 in dem Zusatzversuch Phosphat fiir Veresterungszwecke ab- 
gefangen wurde. 

DaB der Milchdriise im Gegensatz zu den iibrigen Geweben die 
Fahigkeit zukommt, Lactose und Galaktose abzubauen, ist durch 
die Untersuchungen von Svanberg und Tateyama als gesichert anzu- 
nehmen. Wie sehen nun die Verhaltnisse in der ruhenden bzw. tatigen 
Driise ays f 

Wie aus der Tabelle VII hervorgeht, vermag die laktierende Driis: 
des Kaninchens sowohl Glucose als auch Glykogen, Lactose und Galak- 
tose sowie Hexosediphosphat zu Milchsiure abzubauen. 


Tabelle VII. 





Milchstiurebildung pro g Gewebe in 3 Std. in mg Substrat 


Versuchstier Hexosedi- Kontrolle 
Glucose Glykogen Lactose Galaktose phosphor- (ohne 
siure Zusatz) 


Nr. 23. Puerperales 

Kaninchen. Seit 

12 Tagen nicht ge- 

eee cs oe 0,33 — 6 4 — 4 
Nr.20. Laktierendes 

Kaninchen. .. . 1,39 1,11 1,36 1,28 1,10 4 


Nr. 22. Laktierendes 
Kaninchen .... 0,59 0,61 0,33 0,66 0,51 “ 


Nr. 13. Laktierendes 
Meerschweinchen . 2.0 1,7 <i od o- bie 
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Kohlenhydratstoffwechsel der Milchdriise. 11] 


Verwertbare Unterschiede in der Angreifbarkeit der einzelnen 
Kohlenhydrate sind aus unseren Versuchen nicht abzulesen. Ganz 
anders die ruhende Driise! Hier finden wir eine Milchsiurebildung nur 
aus Glucose, wihrend Lactose und Galaktose nicht im geringsten zu 
einer Milchsaurebildung fiihren. Tate yama hat nun in seinen Versuchen 
auch fiir die ruhende Driise eine wenn auch geringftigige Acetaldehyd- 
bildung gefunden. Mit Riicksicht auf die Differenzen im Material 
(in unseren Versuchen lebensfrisches Gewebe, in den Versuchen von 
Tateyama 24 bis 48 Stunden altes Leichenmaterial) und die Verschieden- 
heit der Versuchsanordnung lassen sich diese Ergebnisse kaum mit- 
einander vergleichen. Wir méchten aus unseren Versuchen den SchluBb 
ziehen, daB die Fahigkeit zum Abbau der Lactose und Galaktose erst 
eine in der funktionierenden Driise neu auftretende Eigenschaft ist. 

DaB weitgehende Unterschiede im Kohlenhydratstoffwechsel der 
funktionierenden und ruhenden Driise auftreten, zeigt uns auch das 
Verhalten der Glykolyse unter anaeroben und acroben Verhaltnissen, 
Prift man die Glykolyse der Milchdriise einmal unter Stickstoff-, 
das andere Mal unter Sauerstoffdurchperlung, so ergibt sich, da nu 
die tatige Driise in Sauerstoff Milchsiure bildet, und zwar betriigt die 
unter Sauerstoff gebildete Milchsiure rund 60°, der unter Stickstoff 
erhaltenen Mengen. In der ruhenden Driise wird in reiner ©,-Atmo- 
sphire jegliche Milchséiurebildung vermiBbt. Insofern verhilt sich die 
funktionierende Driise wie die Plazenta bzw. ein gutartiger Tumor, 
ein Verhalten, das bei dem lebhaften Stoffwechsel des zweifellos ver- 
mehrten funktionierenden Epithels nicht wundernimmt (siehe ‘Ta- 
belle VIII). 

Tabelle VIII. 





Milchs&urebildung pro g Gewebe in 3 Std. (Substrat: Glucose) in mg 


Stickstoffatmosphiare Sauerstoffatmosphiire 
titig ruhend titig ruhend 
1.91 O51 0,60 “7 


5. Zusammenfassung. 


1. Gegeniiber der ruhenden Milchdriise ist auf Trockensubstanz 
bezogen —- der Phosphorgehalt der funktionierenden Milchdriise (Meer- 
schweinchen, Kaninchen) wesentlich erhéht. An dieser Vermehrung 


hat in erster Linie der organisch gebundene sdureunldsliche Phosphor 
Anteil. 

2. Untersucht man den séureldslichen, organischen Phosphor, so 
findet man in der funktionierenden Driise eine betrachtliche Ver- 
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mehrung der Fraktion der schwer hydrolysierbaren Ester. Praparativ. 
Versuche weisen darauf hin, da es sich um einen Hexosemonophosphor 
sdureester handelt. 

3. Auch in der Milchdriise findet sich eine Pyrophosphatfraktio, 
(Adenosintriphosphorsiure). Hemmung der Glykolyse durch Brom. 
essigsiure fihrt auch hier zur Anhiufung von Methylglyoxal aus 2 
gesetztem Hexosediphosphat. 

4. Die Gegenwart der Adenosintriphosphorsaiure, welche fiir dic 
Phosphorylierung im intermediairen Kohlenhydratstoffwechsel als 
wesentlich angesehen wird, sowie die Anhiufung schwer hydrolysier- 
barer Ester in der laktierenden Driise deuten darauf hin, da der Weg 
der Milchzuckerbildung intermedidr iiber Hexosephosphorsdiureester fiihrt. 

5. Unterschiede im Glykogengehalt zwischen funktionierender und 
ruhender Driise bestehen nicht. Der Glykogengehalt des Milchdriisen- 
gewebes ist als fuBerst niedrig zu bezeichnen. 

6. Die Fahigkeit der Glykolyse — bestimmt an der Milchséure- 
bildung — ist in der funktionierenden Driise wesentlich héher als in 
der ruhenden. Auch fiir die Milchdriise scheint die Glykolyse obligat 
iiber die Phosphorylierung zu gehen. 

7. Von der ruhenden Driise unterscheidet sich das tatige Organ 
durch seine Fahigkeit, aus zugesetzter Lactose und Galaktose Milchsdéure 
zu bilden. Unterschiede im Abbau von Glucose, Glykogen, Lactose, 
Galaktose und Hexosediphosphat bestehen fiir die laktierende Driise 
nicht. 

8. Nur die funktionierende Milchdriise ist befaihigt, auch in reiner 
O,-Atmosphire zu glykolysieren. 








(Aw 


lang 
Wir 
wen 
von 
Beli 


weit 
Wir 
und 
Foli 
bese 
der | 
weil 
daB 
dyn 


phy: 
Gels 
die 


cher 


Arb 


681, 








ativ: 
phor 


ktion 
rom- 


S Zl 


4 die 
als 
ysier- 
Weg 
dihrt. 
und 
isen- 


Lure- 
Is in 
ligat 


rgan 
Ure 
tose, 


ruse 


ener 








Uber die Schutzwirkung optischer Desensibilisatoren gegeniiber 
lichtbiologischen Vorgingen. 


Von 
Emerich Sziérényi. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses in 
Berlin.) 


(Eingegangen am 9. Juni 1932.) 


Stoffe, welche photodynamische Vorginge hemmen, sind seit 
langem bekannt. Busck! hat schon im Jahre 1906 die hemmende 
Wirkung von Eiweibstoffen erkannt und wv. Tappeiner? auf die Not- 
wendigkeit hingewiesen, rote Blutkérperchen durch griindliches Waschen 
vom Serum zu befreien, wenn man an ihnen eine Eosinhimolyse durch 
Belichtung erzielen will. 


Von neueren Untersuchungen sei die Arbeit von Sellard® erwahnt, 
weiterhin die Arbeiten von Schmidt und Normann*, die eine hemmende 
Wirkung von EiweiBabbauprodukten, wie Tyrosin, Tryptophan, Skatol 
und ferner von Natriumnitrit, Natriumthiosulfat usw. (Stoffe, die mit 
Folin-Denis Reagens reagieren) auf die photodynamische Eosinhimolyse 
beschrieben haben, und schlieBlich die Untersuchungen von Rothman®, 
der gezeigt hat, daB Neosalvarsan imstande ist, mit Erythrosin sensibilisierte 
weiBe Mause gegen akuten Lichttod zu schiitzen. Ferner ist noch bekannt, 
daB Resorcin und auch andere reduzierende Substanzen die photo- 
dynamischen Vorginge hemmen. 

Die hemmende Wirkung dieser Substanzen kommt entweder durch 
physikalische Bindung (Adsorption des Sensibilisators an EiweifSstoffe, 
Gelatine usw.), oder durch chemische Reaktionen (Reduktion ?) zustande; 
die letzteren sind nicht naher bekannt, da unsere Kenntnisse iiber die 
chemischen Vorginge, die sich bei der photodynamischen Reaktion ab- 


1 Busck, diese Zeitschr. 1, 425, 1906. 

2 v. Tappeiner, diese Zeitschr. 13, 1, 1908; Abderhaldens Handb. d. biol. 
Arbeitsmethod. 4, Teil 7, 8S. 1071, Berlin 1925. 

8 Sellard, J. med. Research 38, 293, 1918. 

4 Schmidt-Normann, J. Infect. Dis. 27, 40, 1920; J. Gen. Phys. 4, 
681, 1922. 

5 Rothman, Klin. Wochenschr. 1931, 8. 1544. 
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spielen, tiberhaupt sehr mangelhaft sind. Sicher wissen wir so viel, daB zur 
Erzielung photodynamischer Wirkungen Sauerstoff nétig ist; dement- 
sprechend wirken Sauerstoffmangel cder Sauerstoff entziehende (redu- 


zierende) Substanzen hemmend. 


In der Photochemie ist noch eine Desensibilisatorgruppe bekannt, 
und zwar die der sogenannten ,,optischen Desensibilisatoren’*. Diese 


sind Farbstoffe, deren Lésungen die Fahigkeit haben, die Lichtempfind- 
lichkeit des Bromsilberkornes herabzusetzen. 


Wenn man z. B. eine vorher belichtete photographische Platte in 
einer Lésung von Phenosafranin einige Minuten badet, so wird ihre Licht 
empfindlichkeit so stark herabgesetzt, daB man sie nunmehr bei Kerzenlicht 
oder bei abgeschwachtem Tageslicht entwickeln kann. Diese Beobachtung 
von Liippo-Cramer ist spaiter noch dahin erweitert worden, da8 auch anderen 
Farbstoffen, wie Pinakryptol griin und gelb, diese optisch desensibilisierende 
Figenschaft zukommt. 

Der Wirkungsmechanismus dieser Farbstoffe ist noch keineswegs geklirt. 
Nach Kégel und Steigmann' soll die Desensibilisierung dadurch zustande 
kommen, daB8 der vom Bromsilber aktivierte Wasserstoff von den Desensi 
bilisatoren, die ,.gierig aktivierten Wasserstoff an sich reiBen**, abgefangen 
wird, so daB eine Reduktion des Halogensilbers nicht eintreten kann. Wie 
aber die Wasserstoffaktivierung durch die lichtempfindlichen Substanzen 
zustande kommt, ist nicht bekannt. 

Es war nun von Interesse, zu untersuchen, ob diese die Licht- 
empfindlichkeit des Bromsilberkornes herabsetzenden Farbstoffe auch 
imstande sind, auf biologische Vorginge, die durch Belichtung hervor- 
gerufen werden, desensibilisierend zu wirken. 

Die Versuche sind an roten Blutkérperchen, Paramaecien und 
weiBen Mausen durchgefiihrt worden. Zur Erzielung photodynamischer 
Erscheinungen wurde das Himatoporphyrin und das Rose _ bengale 
(Tetrachlortetrajodfluorescein) gewihlt; das erste wegen seiner  bio- 
dogischen Bedeutung, das zweite wegen seiner sehr starken photo- 
dynamischen und verhaltnismaBig geringen toxischen Wirkung. 


I. Versuche mit roten Blutkérperchen. 
Hamatoporphyrin (Hp.) wurde von uns kristallinisch nach Nencky, 
Willstdtter und Fischer? dargestellt. (Ausbeute 1,71 g kristallisiertes Hp. 
aus 3,2 g Haimin.) Rose bengale wurde kauflich erhalten, ebenso die ver- 
schiedenen Desensibilisatoren. Samtliche Farbstoffe wurden in 0,9°,iger 
NaCl-Lésung gelést; zum Lésen des Hp. setzten wir der NaCl-Lésung 
noch 1°/5, Na,CO, zu. Die roten Blutkérperchen isolierten wir uns aus 
Fluoridmenschenblut, das viermal mit physiologischer NaCl-Lésung ge- 
waschen und schlieBlich mit so viel 0,9°,iger NaCl-Lésung versetzt wurde. 
daB eine Aufschwemmung an roten Blutkérperchen entstand, die einer 

Verdiinnung von 1 cem des Blutes auf 100 cem gleichkam. 


1 Kégel u. Steigmann, Zeitschr. f. wiss. Photogr. 24, 18 u. 223, 1925. 
2 Willstatter-Fischer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 459, 1913. 
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Der Gang der Untersuchung war folgender: 

Zunachst wurde die kleinste Menge des Sensibilisators ermittelt, die 
bei bestimmter Belichtung innerhalb einer bestimmten Zeit eine bestimmte 
Menge Blutkérperchen sicher hamolysiert. Sodann wurde eine Reihe mit 
absteigenden Mengen des Desensibilisators angesetzt. dazu die ermittelte 
Sensibilisatormenge gegeben, so daB die gesamte Fliissigkeitsmenge in 
allen Glaschen 1,5cem betrug, und nun zu jedem Glaschen 5cem der 
Blutkérperchenaufschwemmung zugefiigt. AuBerdem wurden Kontroll- 
glaser aufgestellt; eine Kontrolle enthielt dieselbe Menge des Sensibilisators 
wie die obige Reihe, jedoch ohne Desensibilisator, eine zweite, bestehend 
aus mehreren Glasern, enthielt absteigende Mengen des Desensibilisators 
allein, und schlieBlich bestand die dritte Kontrolle aus physiologischer 
NaCl-Lésung. Zu jedem Glaischen wurden auch hier 5cem der Blutkérper- 
chenaufschwemmung zugefiigt, so daB die gesamte Fliissigkeitsmenge in 
allen Glaschen 6,5 ccm betrug. Die Reagensglaser waren aus Jenaer Glas. 

Es wurden zwei gleiche Reihen angesetzt; die eine als Kontrolle dienend, 
wurde im Dunkeln gehalten, die andere belichtet. Als Lichtquelle diente 
eine Kohlenbogenlampe von 30 bis 35 Amp. Zur Ausschaltung der Wirme- 
strahlen wurde eine 7¢m dicke Schicht einer angesiuerten Lésung von 
7°, Ferrosulfat zwischengeschaltet '. 

Die Temperatur war in den Reagensglésern am Ende der Belichtung 
stets unter 30°C. (Bei halbstiindigen Versuchen 22 bis 26°C.) Die Ent- 
fernung des Reagensglasgestells von der Lichtquelle war meistens 50 cm, 
in einigen Versuchen 40 cm, in anderen 100 em. Den Beginn der Hamolyse 
und den Eintritt der vélligen Haimolyse konnte man besonders gut mit 
Hilfe einer roten Schutzbrille beurteilen. 

Ein Versuchsfehler war bei dieser Versuchsanordnung dadurch bedingt, 
daB die Lichtintensitat in der Mitte des Reagensglasgestells etwas gréBer 
ist als seitwarts; diese Differenz kann aber, wie ich mich oft durch Auf- 
stellen von Parallelréhren iiberzeugt habe, auch bei langen Serien in 50 em 
Entfernung héchstens 5 bis 6 Minuten ausmachen. 


Als Beispiel soll ein Versuchsprotokoll dienen iiber einen Versuch 
mit Rose bengale als Sensibilisator und Pinakryptol griin als Desensibili- 
sator. (Die Reihenfolge von oben nach unten in der Tabelle entspricht 
der Aufstellung der Reagensgliser von links nach rechts.) 

Aus diesem .Versuch geht hervor, daB noch 0,06 mg Pinakryptol 
griin imstande ist, die himolytische Wirkung von 0,25 mg Rose bengale 
deutlich zu hemmen. 

Derartige Versuche sind auSer mit Pinakryptol griin noch angestellt 
worden mit Pinakryptol gelb, Phenosafranin, Pinachrom und Pina- 
chromviolett. Auch das Resorcin haben wir in den Kreis unserer 
Untersuchung gezogen, um festzustellen, wie seine desensibilisierende 
Kraft ist im Verhaltnis zu der der Farbstoffe, da es von Benoit? und 


1 Zsigmondy, Wiedemanns Ann. 49, 533. 

2 Benoit (Paris med. 49, 462, 1924) fand, daB 0,1 g Resorcin, nach der 
Bestrahlung gegeben, die Lichtentziindung verhindert und die Pigmen- 
tierung verstarkt. 


R* 
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5. Versuchsprotokoll. 8. Marz 1932. 





: Belichtungsdauer in Min. 
Pina- bis zu 








Rose | 
: | kryptol 
my. ay | _griin Beginn Vollendung Anmerkang 
in mg |—— 
der Himolyse || 
1 0,25 1,000 | _ — Nach 24 Std.: — 
2 0,25 0,500 | — — ari « 
3 0,25 | 0,250 — — « Se) 
4 0,25 0,125 _— _ < @s oe ents 
aimolyse 
5 0,25 0,0625 30 —_ > ae — 
amolyse 
6 0,25 | 0,0312 22 30 
Kontr. I 0,25 0 11 17 
7 0,25 | 0,0156 18 25 
8 0,25 | 0,0078 18 25 
9 0,25 | 0,00389 18 25 
10 0,25 — 0,0020 18 25 
" {1 0 1,000 — _— Nach 24 Std.: — 
Kontr. II | 2 0 0,500 P= = p 4 : ws 
Kontr. II 0 0 _ a »  ~- = 
Kontr. I 0,25 0 17 23 


— bedeutet keine Himolyse. Belichtungsdauer: 30 Min. Entfernung des 
Reagensglasgestells von der Lichtquelle: 50 em. Temperatur in den Reagens- 
glasern: 22 bis 26°C. Fliissigkeitsmenge in allen Réhren: 6,5 ccm. Dieselbe 
Serie im Dunkeln: nach 24 Stunden alle Réhren unverandert (-— ). 


Jansion' als Antikatalysator gegen lichtbiologische Schiden in die 
Praxis eingefiihrt ist. Ferner haben wir zum Vergleich auch mensch- 
liches Serum herangezogen. 

Auf die ausfiihrliche Wiedergabe der Versuchsprotokolle wird 
verzichtet und nur das entscheidende Resultat in den nachfolgenden 
‘Tabellen wiedergegeben. 

Wie aus den Tabellen hervorgeht, haben Pinakryptol griin und gelb 
sowie Phenosafranin eine starke hemmende Wirkung auf die Licht- 
himolyse sensibilisierter roter Blutkérperchen. Ein Gewichtsteil 
von einem dieser Desensibilisatoren kann die Wirkung von etwa 
8 Gewichtsteilen des Sensibilisators deutlich hemmen. 

Nicht ganz so stark, aber doch auch sehr deutlich ist die desensibili- 
sierende Wirkung von Pinachrom und Pinachrom violett. 

Schon die Tatsache allein, daB diese beiden Kérper iiberhaupt 
desensibilisieren, ist interessant. Denn beide sind bisher nur als optische 


Sensibilisatoren bekannt, insofern als sie das Bromsilberkorn der 


Kollodiumplatte in dem von ihnen absorbierten Spektralbereich licht- 
empfindlicher machen. Das erscheint allerdings wie ein Widerspruch. 


1 Jansion, Bull. de Dermat. 32, 358, 1925. 
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Tabelle I. 


(Hamatoporphyrinversuche. ) 





Versuch 


H&mato- 
porphyrin 
in mg 


0,25 
0,25 
0,25 
0,025 
0,25 
0,25 
0.25 
0,25 
0,25 
0,25 
0,25 
0,25 
0,25 
0,25 


Die kleinste Menge 
des Desensibilisators, die noch 
deutlich hemmt 


0,031 mg Pinakryptol grin 


0,031 , . gelb 
0,031 , 7 : 
0,004 grin 


0,062 . Phenceafranin 
0,125 , Pinachrom 


0,062 ,, = 

0,125 ,, ‘ violett 
0,081 ,, ‘ 

0,25 , - 

0,031 ,, a 


40  . Resorein 
31emm Serum 
St : 


* Px der angewandten Pufferlisungen. 


Tabelle Il. 


(Rose bengale-Versuche 


Anmerkung 


Bei saurer Reaktion (py 6)* 
» alkalischer Reaktion (pq 8) 
~ Saurer Reaktion (py 6) 
» alkalischer Reaktion (py 8) 
+ Saurer Reaktion (py 5) 
> alkalischer Reaktion (pq 8,7) 


-) 





< 


Jersuch 
Nr. 


Rose 
bengale 
in mg 


0,25 
0,25 
0.25 
0,025 
0,25 
0,25 
0,025 
0,050 
0,025 
0,050 
0,25 
0,25 
0,25 


Die kleinste Menge 
des Desensibilisators, die noch 
deutlich hemmt 


0,062 mg Pinakryptol griin 


0,062 , 4 gelb 
0,062 . e griin 
0,016 , " . 
0,031 , ‘“ 
0,031 , * ” 
0,016 * . gelb 
0,031 , - 


” 
0,062 . Phenosafranin 
0,062 , e 
0,125 , Pinachrom 
0,25(?)mg , violett 


” os 


0125 , ” , 
31 emm Serum 


* Py der angewandten Pufferlisungen. 


Anmerkung 


Bei saurer Reaktion (py 5)* hat 
0,25mg keine Hemmung verur- 
sacht. 

Bei alkalischer Reaktion (py 8.7). 


Aber man kann eine scharfe Grenze zwischen ,,optischen*’ Sensibili- 
satoren und Desensibilisatoren nicht mit Sicherheit ziehen. Im Gegen- 
teil, neuere photochemische Untersuchungen zeigen, ,,daB ein optischer 
Desensibilisator’’ unter Umstainden auch als Sensibilisator fungieren 
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kann!. Das von Liippo-Cramer als Desensibilisator erkannte Pheno- 
safranin macht z. B. die photographische Platte schwach griinempfind- 
lich. Ob umgekehrt ein ,,optischer Sensibilisator’ in einem gewissen 
Farbenbereich auch als Desensibilisator — wie bei unseren biologischen 
Versuchen —- wirken kann, ist uns nicht bekannt. Nach Eder® zeigen 
beide Farbstoffe in der Sensibilisierungsskala zwischen E und F, also 
im Griin und Blaugriin, eine starke Depression, und das ist gerade der 
Farbenbereich, wo Hamatoporphyrin und auch Rose bengale ihr 
Absorptionsmaximum haben. Es ist demnach wabhrscheinlich, dat} 
die von uns als Desensibilisatoren erkannten Pinachrom und Pinachrom 
violett unter anderen Versuchsbedingungen (z. B. oranges Licht als 
Lichtquelle) sich vielleicht als photodynamisch wirkende Substanzen 
erweisen wiirden. 

Bemerkenswert ist noch, daB beide Farbstoffe im alkalischen 
Medium, wo sie eine violette Eigenfarbe haben, stark desensibilisieren, 
bei schwach saurer Reaktion, bei der sie farblos bzw. schwach gelb sind, 
nur schwach oder gar nicht wirksam waren. Méglich, daB bei diesen 
Vorgingen auch die Eigenfarbe des Desensibilisators eine gewisse 
Rolle spielt. Dem wiirde allerdings widersprechen, daB Pinakryptol gelb, 
welches sich als ein kraftiger Desensibilisator erwiesen hat, in der an- 
gewandten Konzentration fast farblos ist. 

Im Vergleich zu den untersuchten Farbstoffen ist die desensibili- 
sierende Wirkung des Resorcins nur sehr schwach; verglichen mit 
Pinakryptol gelb und griin sind diese mindestens hundertmal wirk- 
samer als das Resorcin. 

Noch geringer als Resorcin ist die hemmende Wirkung des Serums. 
Von ihm sind 1000 mg (1 ccm = 1000 mg) erforderlich, um die gleiche 
Wirkung wie 1 mg Pinakryptol oder Phenosafranin zu erzielen. 

; Es wurde nun noch untersucht, in welcher Weise die Reaktion 
des Mediums die photodynamische Hamolyse durch Hamatoporphyrin 
und Rose bengale beeinfluBt. 


Die Wirkung des px auf die photodynamische Hdamolyse. 
a) Haimatoporphyrin als. Sensibilisator. 


Zu je 180 cem 0,9°,ige NaCl-Lésung wurden 20 cem m/15 Phosphat 
puffer (px 8,7 und 4,9) zugefiigt und die Reaktion kolorimetrisch gepriift. 
Die eine zeigte px 7,9, die andere pu 5,3. Je 1 cem Blut wurde mit diesen 
gepufferten NaCl-Lésungen viermal gewaschen und mit derselben auf 
100 cem aufgefiillt. Die Verdiinnung des Hp. geschah auch mit der ge- 
pufferten NaCl-Lésung. 


1 Hibl, Zeitschr. f. wiss. Photogr. 24, 133, 1925; siehe auch Liippo- 
Cramer, ebendaselbst 30, 1, 1931. 
2 Eder, ebendaselbst 24, 139, 1925. 
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Das Ergebnis eines solchen Versuchs ist in der Tabelle IIT zu- 
sammengestellt. 
Tabelle 111. 





Pa 53 


Belichtungsdauer 


PH 7,9 


Belichtungsdauer 


Himato- in Min. bis zu in Min. bis zu 
Nr. porphyrin amen - Anmerkung 
in mg Beginn Vollendung Beginn Vollendung 
\ der Hamolyse der Himolyse 
1 0,500 90 97 5 15 100 Min. nach der 
9 F 9 97 Belichtung voll- 
“ 6,350 20 af 4 18 stindige Hamo- 
3 0,125 20 25 11 18 lyse in allen 14 
4 0,062 29 15 20 Rohren. 
5 0,031 ~— - 17 23 
6 0,016 _ —- 23 28 
7 0,008 —_— _—- 30 — Kontrolle: 
Kontrolle 0 — — - — 


bedeutet keine Hamolyse am Ende der Belichtung. Belichtungsdauer : 
Entfernung des Reagensglasgestells von der Lichtquelle: 


30 Minuten. 


50cm. Temperatur am Ende der Belichtung: 27° C. 


allen Roéhren: 5,5 cem. 


b) Rose bengale als Sensibilisator. 


Fliissigkeitsmenge in 


Tabelle IV enthalt einen analogen Versuch mit Rose bengale. 





Tabelle IV. 
Ohne Puffer Pu79 Pu 53 
Relichtungs- Belichtungs- Belichtungs- 
Rose dauer in Min. dauer in Min. dauer in Min. 
ben- bis zu bis zu bis zu 
Nr. —_ ne Yeu — —__— Voll Vollen. Anmerkung 
in mg Beginn pana Beginn ya Beginn rome 
der Haimolyse der Himolyse der Himolyse 
1 0.500 14 93 12 14 30 a os nach a 
2 | 0250 14 | 23 12 14 so \- elichtung voll- 
- ores - = - : Sstiandige H&mo- 
3 0,125 14 22 10 13 30 lyse in Glaschen. 
4 0,062 14 22 10 14 30 Nr. 1 bis 8 bei 
5 0.031 16 99 13 16 28 allen drei Serien 
— = — “4 = q Nr. 9 und Kon- 
6 || 0,016 19 24 17 22 28 trolle: 
7 0,008 5 30 22 25 - 
& 0,004 — — - sn a 
9 fo002); — | — -j- —-j|- 
Kon- 
ee | eee . - 


Temperatur in 
Fliissigkeitsmenge in 


Belichtungsdauer 30 Minuten in 50cm Entfernung. 
den Reagensglisern am Ende der Belichtung 28° C. 
allen Roéhren 6,5 cem. 
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Aus den Tabellen III und IV geht hervor, daB die Reaktion 
des Mediums von Einflu8 auf den Belichtungseffekt ist; und zwar bei 
Hamatoporphyrinhamolyse wirkt saure Reaktion férdernd, alkalische 
verzogernd, dagegen wird die Rose bengale-Haimolyse durch die al- 
kalische Reaktion geférdert und durch die saure verzégert. 

Diese Beeinflussung ist aber nur von kurzer Dauer; sie ist bereits 
60 bzw. 100 Minuten nach der Belichtung nicht mehr nachweisbar. 


II. Versuche mit Paramaecien. 


Dognon' fand, daB eine Desensibilisierung erreicht werden kann, wenn 
man einer Kultur von mit Rose bengale oder Rose de magdala sensibili 
sierten Paramaecien Phenosafranin zufiigt. Er sprach auch die Vermutung 
aus, daB es sich hier um einen aéhnlichen Proze8B wie bei der optischen Desensi- 
bilisierung von photographischen Platten handelt. Eine ahnliche Desensibili- 
sierung konnte er mit basischem Scharlachrot, Resorcin, Blutserum, 
Gelatine erreichen ?. 

Heu wurde in einem mit Brunnenwasser gefiillten Glas bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen. Nach 8 bis 10 Tagen bildete sich an der Ober- 
fliche des Wassers eine dicke Kahmhaut, die in der Hauptsache aus Para- 
maecien und Bakterien bestand. Diese Haut wurde in einer aliquoten Menge 
der darunter befindlichen Fliissigkeit aufgeschwemmt; in der Aufschwem- 
mung wimmelt es von Paramaecien. 

Die Versuchsanordnung war ganz analog den Héamolyseversuchen : 

Zunachst wurde die kleinste Menge des Sensibilisators ermittelt, die bei 
bestimmter Belichtung, innerhalb einer gewissen Zeit simtliche Tiere 
tétet, ohne Belichtung aber unschadlich ist. Sodann wurde auch hier eine 
Reihe mit absteigenden Mengen des Desensibilisators angesetzt, dazu die 
ermittelte Sensibilisatormenge gegeben, und zwar beide in Fliissigkeits- 
mengen von je 0,5cem, und zu jedem Glaschen 1 cem der obigen Para- 
maecienaufschwemmung zugefiigt. Nach Durchmischung des Reagensglas- 
inhaltes, der nach dem oben Gesagten 2ccm betrug, wurde aus jedem 
Glaschen 1 cem abpipettiert. Die auf dieser Weise gewonnene zweite Serie 
diente als Dunkelkontrolle. 
‘ Die Dauer der Belichtung betrug 15 bis 20 Minuten in einer Entfernung 
von 40 bis 50em. Die Temperatur blieb am Ende der Belichtung stets 
unter 28°C. Das Verhalten der Paramaecien wurde mikroskopisch bei 
schwacher Vergré8erung kontrolliert, und zwar sofort nach der Belichtung 
und nach 24stiindigem Stehen im Dunkeln. Die Ablesung nach 24 Stunden 
stimmt im wesentlichen iiberein mit der sofortigen Ablesung; deshalb ist 
dieser Zeitpunkt in der Tabelle nicht beriicksichtigt. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, haben Pinakryptol gelb und griin 
eine sehr starke hemmende Wirkung auf die Lichttétung der mit Rose 
bengale sensibilisierten Paramaecien. 6,2 mg-°,, Rose bengale sind fiir 
Paramaecien im Dunkel vollstaéndig unschadlich; bereits 10 Minuten 
Belichtung geniigt aber bei dieser Konzentration, um samtliche Tiere 


1 Dognon, C. r. des séances de la Soc. de Biol. 98, 374, 1928. 
2 Derselbe, Rev. d’Actinol. 4, 5, 1928, zit. nach Ber. f. d. ges. Phys. 
49, 592. 
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zu toten. In Gegenwart von 0,4 mg-% Pinakryptol griin oder gelb 
ist nach 20 Minuten Belichtung nur etwa die Halfte der Tiere tot, 
und eine doppelte Konzentration derselben schiitzt die Tiere vollstandig 
vor dem Lichttod. KEtwas schwachere Wirkung hat das Phenosafranin. 
Die als ,,optische Sensibilisatoren** bekannten Pinachrom und Pina- 
chromviolett haben sich auch hier wie bei den Hamolyseversuchen 
als Desensibilisatoren erwiesen. 


Hamatoporphyrin ist zur Erzielung photodynamischer Erschei- 
nungen an Paramaecien wenig geeignet, da es nur in sehr groBer Konzen- 
tration wirksam ist (50 bis 100 mg-°,, téten nach 45 Minuten Belichtung 
in einer Entfernung von 40 cm nur etwa die Halfte der Tiere). Eine 
hemmende Wirkung der obigen Desensibilisatoren laBt sich aber auch 
hier nachweisen, doch sei auf die Wiedergabe der Protokolle verzichtet. 


Auch an Paramaecien haben wir gepriift, ob die Reaktion des 
Mediums von Einflu8 auf den Belichtungseffekt ist, aber festgestellt, 
daB zwischen sauer und alkalisch nur ganz geringe Differenzen bestehen. 


Ill. Tierversuche. 


Pinakryptol griin und gelb, Phenosafranin, Pinachrom und Pinachrom 
violett haben sich an weiBen Mausen als stark toxisch erwiesen. 1 mg eines 
dieser Farbstoffe geniigt, um eine 14 bis 17 g schwere Maus binnen 24 Stunden 
zu téten. Wenn man diese Dosis eines Desensibilisators mit Hp. oder Rose 
bengale gleichzeitig spritzt und 2 Stunden nach der Injektion die Tiere 
belichtet, so wird der photodynamische Lichttod entweder gar nicht beein- 
fluBt oder er tritt noch friiher ein als bei den gleichschweren Kontroll- 
tieren, die mit derselben Dosis des Sensibilisators allein behandelt waren. 
Aller Wahrscheinlichkeit nach addieren sich die toxische Wirkung des 
Sensibilisators und die des Desensibilisators. 


Wegen der groBen Toxizitait der angewandten Farbstoffdesensibili- 
satoren gelang es also nicyt, sensibilisierte weiBe Mause gegen Lichttod 
“zu schiitzen. 

Nun haben in den Haimolyse- und Paramaecienversuchen | bis 2 cem 
Serum etwa die gleichstarke hemmende Wirkung gezeigt wie 1 mg des 
Farbstoffdesensibilisators. Es schien demnach interessant, zu priifen, ob 
Serum auch auf sensibilisierte weiBe Mause eine Schutzwirkung ausiibt. 
Wie aus den folgenden Versuchsprotokollen hervorgeht, besitzt das Serum 
tatsichlich diese Fahigkeit. 

Wenn man z. B. eine Mischung von 1 cem Serum mit 4 mg geléstem 
Hamatoporphyrin einer Maus einspritzt und sie dann belichtet, so geht sie 
erst in 24 Stunden zugrunde, waihrend das mit Hp. allein gespritzte Kontrol! 
tier innerhalb | Stunde ad exitum kommt. 

Hiergegen lieBe sich natiirlich einwenden, daB die schiitzende Wirkung 
des Serums nur vorgetéuscht sei, da8 sie nur dadurch zustande kommt, 
daB beim Herstellen der Mischung im Reagensglas das Eiwei8 des Serums 
einen Teil des Farbstoffs adsorbiert und so nur ein Bruchteil des Sensibili- 
sators in Funktion treten kénne. 
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Es wurde deshalb der Versuch so ausgefiihrt, daB Serum und Farbstoff 
in zwei entfernt liegenden Stellen des Kérpers dem Tier injiziert wurden, 
so daB eine Mischung beider Substanzen vor der Resorption ausgeschlossen 
war. Aber auch bei dieser Versuchsanordnung war die schiitzende Wirkung 
des Serums, wenn auch mitunter in etwas schwacherem AusmaB, unver- 
kennbar. 

Ob hier die Wirkung die Folge der EiweiBiiberschwemmung des 
Versuchstieres ist, oder die Artfremdheit des Serums dabei eine gewisse 
Rolle spielt, mu8 noch weiter untersucht werden. 


Versuchsprotokolle. 
9. Tierversuch!. 31. Marz 1932. 

Maus Nr. 22, 15g, of. Um 10 Uhr 55 Minuten werden 5 mg Hamato- 
porphyrin in einer Flissigkeitsmenge von 0,5 cem, und 1 ccm 0,9° ig. NaCl 
subcutan gespritzt. 

Maus Nr. 23, 15.5g, co. Um 10 Uhr 56 Minuten 5mg Hamato- 
porphyrin (0,5cem) und 1cem Serum (aus Menschenblut). Beide Tiere 
werden gleichzeitig von 12 Uhr 50 Minuten bis | Uhr 30 Minuten in einer 
Entfernung von 50cm belichtet (Kohlenbogenlampe, FeS O,-Filter). 

Tier Nr. 22. Sofort am Beginn der Belichtung heftiges Kratzen, um 
1 Uhr 2 Minuten Aufregung, 1 Uhr 25 Minuten komatdés, Cornealreflex 
fehlt, 1 Uhr 28 Minuten f. 

Tier Nr. 23. VerhaltnismaBig ruhig wihrend der Belichtung, nach der 
Belichtung munter; nach 24 Stunden +. 


11. Tierversuch. 5. April 1932. 

Maus Nr. 26, 18,2 g, o'. Um 10 Uhr 1 ccm Menschenserum und 2 mg 
(0.5 cem) Rose bengale. 

Maus Nr. 27, 20,3 g, oc. 2mg (0,5cem) Rose bengale und 1 ccm 
physiologische NaCl. 

Maus Nr. 28, 15,5 g, o, diente als unbelichtetes Kon¢rolltier und wurde 
wie Nr. 26 vorbehandelt. 

Belichtung von 11 Uhr 52 Minuten bis 12 Uhr 52 Minuten in etwa 
40cm Entfernung. 

Wahrend der Belichtung kratzen sich beide Tiere; nach der Belichtung 
Nr. 26 munter, Nr. 27 benommen, erholt sich jedoch. Um eine Vortéuschung 
zu vermeiden, wurde absichtlich das gr6éBte Tier ohne Serum behandelt, 
die Sensibilisatormenge hat aber nicht ausgereicht, um einen akuten Licht- 
tod zu verursachen. 


1 


Unbehandelte Tiere als Kontrolle wurden bei diesen und den folgenden 
Versuchen nicht belichtet, da sie bei zahlreichen friiheren Versuchen die 
angewandte Art von Belichtung ausnahmslos ohne irgendeine Schadigung 
vertragen hatten. Aus demselben Grunde wurde in den meisten Fallen 
auf die gleichartig vorbehandelte, jedoch unbelichtete Kontrolle ver- 
zichtet. 
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Am 6. April Wiederholung des Versuchs mit 3 mg Rose bengale. Sofort 
heftiges Kratzen bei beiden Tieren am Beginn der Belichtung. Am End: 
der zweistiindigen Belichtung Nr. 26 munter, Nr. 27 komatdés, Cornea! 
reflex erloschen und um 3 Uhr ¢. Nr. 26 und 28 zeigen im Dunkeln gehalten 
tagelang keine pathologischen Erscheinungen; sie gehen beide erst an 
10. April ein. 


12. Tierversuch. 29. April 1932. 


Maus Nr. 29, 14.8 g, o&°. Um 10 Uhr 45 Minuten 4 mg (0,5 cem) Hamato- 
porphyrin und 1 cem physiologische NaCl-Lésung subcutan. 

Maus Nr. 30, 14,5 g, oc’. Um 10 Uhr 15 Minuten wird 1 cem Menschen 
serum mit 4 mg Hp. (0,5 cem) gemischt und um 10 Uhr 45 Minuten subcutan 
gespritzt. 

Maus Nr. 31, 14,2 g, ot. leem Menschenserum und an einer anderen 
Stelle des Tieres 4 mg (0,5 cem) Hp. subcutan. 

Belichtung von 12 Uhr bis 1 Uhr 10 Minuten in 35cm Entfernung. 
Sofort heftiges Kratzen bei allen Tieren, am heftigsten bei Nr. 31. Spater 
liegen alle ruhig, nur von Zeit zu Zeit zeigen sie starke motorische Unruhe. 
besonders heftig Nr. 29, das schlieBlich gegen Ende der Belichtung komatés 
wird und um | Uhr 45 Minuten ad exitum kommt. 


Nr. 30 ist am Ende der Belichtung munter; Nr. 31 leicht benommen, 
erholt sich jedoch. 

Am 30. April, 10 Uhr, werden beide Tiere tot gefunden; Nr. 30 ist 
noch warm, bei Nr. 31 ist bereits Totenstarre. 


13. Tierversuch. 3. Mai 1932. 


Maus Nr. 32, 21,5 g. co’. Erhalt um 8 Uhr 45 Minuten subcutan ein Rose 
bengale-Serumgemisch, bestehend aus 4mg Rose bengale in 0,5 e¢em und 
lcem Menschenserum. (Die Durchmischung geschah 30 Minuten vor der 
Einspritzung. ) 

Maus Nr. 33, 21.4 g¢, oc. Dieselben Mengen des Serums und Kose 
-bengale an zwei entfernt liegenden Stellen des Kérpers injiziert. 

‘Maus Nr. 34, 20,8 g. 2. wird mit 4mg Rose bengale (0,5 cem) und 
leem physiologischer NaCl-Lésung behandelt. 

Belichtung von 10 Uhr 30 Minuten bis 11 Uhr 30 Minuten in 35cm 
Entfernung. 10 Uhr 35 Minuten: alle drei Tiere kratzen sich heftig. 10 Uh: 
40 Minuten bis 11 Uhr: alle drei Tiere liegen ruhig. Um 11 Uhr 15 Minuten 
mu8 der FeSO,-Filter entfernt werden, gleichzeitig werden die Tiere in 
50 em Entfernung von der Lichtquelle gebracht. 

11 Uhr 25 Minuten Nr. 34 komatés, Nr. 32 und 33 munter. Nr. 34 
kommt noch wahrend der Belichtung ad exitum; dagegen sind die mit 
Serum behandelten Tiere Nr. 32 und 33 4Tage nach der Belichtung 
noch am Leben. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde gezeigt, daB die in der photographischen Chemie 
als ,,optische Desensibilisatoren‘‘ bekannten Farbstoffe sensibilisierte 
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ote Blutkérperchen und Paramaecien vor der schadlichen Wirkung des 
Lichtes schiitzen kénnen. 

2. Die hemmende Wirkung dieser Farbstoffe ist um ein Vielfaches 
starker als die des Resorcins oder Serums. 

3. Die Toxizitaét des Haimatoporphyrins als Lichtsensibilisator ist 
bei saurer, die des Rose bengale bei alkalischer Reaktion gréBer. 

4. Wegen der Toxizitét der angewandten Farbstoffdesensibili- 
satoren gelang es nicht, sensibilisierte weiBe Mause vor dem Lichttod 
zu schiitzen. 


5. Dagegen wurde festgestellt, daB subcutan gegebenes Serum 
sensibilisierten weiBen Mausen einen Schutz gewahrt gegen die schadliche 
Wirkung des Lichtes. 





Die mitogenetische Strahlung der weiben Blutelemente. 


Von 
Jacob Klenitzky. 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Medizin in Leningrad, Abteilung fiir 
experimentelle Biologie.) 


(Eingegangen am 9. Juni 1952.) 


Die Priifung des mitogenetischen Strahlungsvermégens der Leuco- 
cyten bietet mannigfaches Interesse. 

1. Der starke Stoffumsatz in den weiBen Blutelementen, ihre 
fermentative Tatigkeit, ist allgemein bekannt. Es wurde aber anderer- 
seits im Laboratorium von Gurwitsch der Nachweis erbracht, daB alle 
bisher untersuchten fermentativen Umsitze von Strahlung begleitet 
werden. Die Spektralanalyse der mitogenetischen Strahlung hat es 
sogar erméglicht, mit Sicherheit die Herkunft der Strahlung, mit anderen 
Worten, die Anwesenheit oder Tatigkeit des einen oder des anderen 
Ferments zu diagnostizieren. 

2. Der eventuelle Nachweis des Strahlungsvermégens der Leuco- 
cyten kénnte natiirlich viel zur tieferen Einsicht in eine Reihe pathologi- 
scher Vorginge (Entziindung, Einschmelzung usw.) beitragen. 

3. Es kommt noch ein weiterer Umstand hinzu, auf den von Prof 
Gurwitsch in seiner Monographie hingewiesen wurde. Die Blutstrahlung 
bildet schwerlich den zureichenden Grund fiir die rege Zellvermehrung 
mancher physiologischer Teilungsherde im erwachsenen Organismus. 
Als Beispiel werden dort die Lieberkiihnschen Driisen angefiihrt, wo 
die Mitosen ausschlieBlich auf den mittleren Teil der Driisen beschrankt 
sind. Es erscheint aus verschiedenen Griinden sehr wahrscheinlich, 
daB hier und in analogen Fallen rein lokale mitogenetische Strahlungs- 
quellen vorliegen. Die Gedanken richten sich dabei auf die im Stratum 
proprium so reichlich verteilten Lymphocyten. 

Obwohl wir bereits iiber reichliches Material verfiigen, welches das 
Strahlungsvermégen auch der Lymphocyten dartut!, wollen wir uns in 


! Es wurden mit positivem Erfolg mesenteriale Lymphdriisen, Solitér- 
follikel und Milzbrei gepriift. 
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dieser ersten Mitteilung auf die Darstellung der Verhaltnisse bei Poly- 
nuclearen beschranken. 

Die Leucocyten wurden nach der von Hamburger angegebenen 
Methode gewonnen. In die Bauchhéhle des Kaninchens oder des Meer- 
schweinchens werden 40 bis 50 cem warmer, steriler physiologischer 
Losung eingefiihrt. Nach 3 bis 4 Stunden lassen sich mittels eines 
Trocars reichliche Mengen einer milchig getriibten Fliissigkeit ge- 
winnen, die nach Hamburgers Angaben fast ausschlieBlich Polynucleare 
enthalt, was auch wir bestatigen konnten. Zur Verhiitung der Gerinnung 
wird das Exsudat mit etwas Citrat versetzt. Die Fliissigkeit wird 
darauf in eine Réhre von 3 bis 4 mm lichter Weite eingefiihrt, die von 
einer Spirale aus Nichromdraht umwickelt ist. Durch Erwiairmung 
mittels Stromes wird die Fliissigkeit auf etwa 37 bis 39° erhalten. Der 
Detektor wird vor der freien Miindung der Réhre aufgestellt. Die 
Induktion wird unter Anwendung der Drehscheibe (Fraktionierung) 
ausgefiihrt. Detektorfliissige Hefekultur, Feststellung des Induktions- 
effektes mittels der Myzetokritmethode nach Braines?. 


Das Ergebnis der ersten orientierenden Serie wird in Tabelle I 
g 





mitgeteilt. 
Tabelle I. 

i Satulenhéhen in mm . 

Versuchstier a es OF ere Differenz Effekt 
in Min. Kontrolle Induktion o 

Kaninchen 1,5 18 20 2 11,1 
1,5 17 20 3 17,6 
“ ane 1,5 29 32 3 10.3 
= 20 8 32 4 14,2 
» eee 1,5 18 23 5 27,7 
Meerschweinchen. 1,5 27 31 4 14.8 
. 2,0 28 35 7 25,0 
Kaninchen 2,0 35 40 5 14,2 
‘ i tate 1.5 15 19 4 26.6 


Im letzten Versuch wurde vor Beginn der Exposition das Exsudat 
45 Minuten bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Ein merklicher Verlust 
der Strahlungsintensitat lieB sich dabei nicht verzeichnen. 

Nachdem die Tatsache des Strahlungsvermégens der Polynuclearen 
sichergestellt erschien, konnte zur Spektralanalyse der Strahlung 
geschritten werden, die uns einen gewissen Einblick in den Meta- 
bolismus dieser Zellenart gewahren kénnte. 


' Die Induktions- und Kontrollkulturen werden in genau abgemessenen 
gleichen Mengen in spezielle, mit Ampullen versehene Kapillarréhren ein- 
gefiihrt und scharf zentrifugiert. Der Effekt wird an der Héhendifferenz der 
Saulen des Zellensediments gemessen (vgl. Monographie, Abb. 6). 
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Etwa 4ccm des Exsudats kamen in eine mit einem Quarzfenster 
versehene Glaskammer und wurden mittels einer einfachen Heiz- 
vorrichtung auf konstanter Temperatur zwischen 37 bis 39° erhalten!. 
Das Quarzfenster wurde vor den Kollimatorspalt aufgestellt und eine 
Drehscheibe mit Sektorialausschnitten vorgeschaltet. In der Austritts- 
ebene des Spektrographen wurde die photographische Platte durch 
eine Zelluloidlamelle ersetzt, in der drei Spalte ausgespart wurden, 
deren Lagen nach der Orientierungsskala der Wellenlingen genau 
bestimmt wurden. Sie entsprachen den Gebieten von 1900 bis 1920, 
2240 bis 2290 und 2480 bis 2500 Angstrém. Der erste Streifen ist 
spezifisch fiir das glykolytische, der zweite fiir das Oxydations-, der 
dritte fiir das Phosphatase-Spektrum. 

Wir muBten uns auf diese ,,Stichproben jedes Spektrums be- 
schranken, denn eine ausfiihrliche monochromatische Aufnahme jedes 
Streifens der Spektren, die nicht simultan, sondern nacheinander 
geschehen muB8, miiBte mindestens 1,5 bis 2 Stunden in Anspruch 
nehmen, was sicherlich eine zu starke Zumutung an die Erhaltung der 
normalen Eigenschaften der Zellen bedeuten diirfte. Wir hoffen in- 
dessen im weiteren Verlauf unserer Untersuchungen die Ausfiihrbarkeit 
solcher Aufnahmen des naiheren zu priifen. Es hat sich indessen die 
Benutzung dieses gekiirzten spektralen Schemas in unserem Labora- 
torium fiir allerverschiedenste Zwecke durchaus bewahrt. 

AuBer diesen drei Streifen wurden auch Bestandteile des ,,proteo- 
lytischen** Spektrums gepriift, die indessen weniger charakteristisch 
als die ersten drei sind. 

Die Ergebnisse der Spektralanalyse sind in Tabelle IL zusammen- 
gestellt. 

Die Stabe I bis V bezeichnen in der Reihenfolge: I Expositionszeit 
in Minuten, II Zellensiulen in Millimeter in der Kontrolle und III der 
Induktion, IV Differenz, V Effekt in Prozenten. 

In jeder Versuchsreihe wurde ein Versuch auch ohne Erwarmung 
angestellt, wobei deutlich positive Resultate nur bei dem Oxydations- 
streifen herauskamen. 

Die naihere chemische Deutung der unter den drei Schlagworten 
bezeichneten Prozesse ist natiirlich zurzeit noch nicht méglich. Wie 
schon mehrmals von Gurwitsch ausgefiihrt wurde, kommen die ,,glykolyti- 
schen*‘ Komponenten des Spektrums bei allen Prozessen mit ,,Zucker- 


1 Der Heizkérper besteht aus einer etwa 2 cm langen, eng gewundenen 
zylindrischen Spirale aus Nichromdraht, die in eine feine Glasréhre ein 
gefiihrt und samt letzterer hufeisenférmig gebogen wird. Die freien Enden 
des Drahtes werden in die Stromleitung eingeschaltet und die Temperatur 
durch verschiebbaren Widerstand reguliert. Der Heizkérper taucht in 
die gepriifte Fliissigkeit. 
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Tabelle II. 





Versuchstier I Il Il {Vv \ 


2460—2500 A. 


Kaninchen .... 3,0 29 35 6 20.6 
= ones Se 2,0 28 35 7 95.0 

‘i sleet 4.0 29 33 4 13,7 

a aii ere a 2.0 17 20 3 17,6 

. imo 3.0 15 21 6 40,0 
Meerschweinchen. . 2.0 12 15 3 25.0 
i a“ 2.0 13 19 6 46.1 

. wa 1,5 14 17 3 21,4 

“ or 3,0 13 18 5 38,4 

os ai 2,0 16 21 5 31,2 
Kaninchen .... 2,0 23 26 3 13,0 

2240—2290 A. 

Kaninchen .... 2,0 28 35 7 25.0 
Meerschweinchen. . 3,0 13 15 2 15,8 
- 7 1,0 16 19 3 18,7 

~ Sod 2.0 16 18 2 12.5 

se od 2.0 23 29 6 26, 

1900—1970 A. 

Kaninchen .... 2,0 28 35 7 25.0 
“ eae 3.0 29 32 3 10.3 

‘i WE ey 3,0 15 17 2 13,3 

= aa oa 2,0 12 15 3 25,0 
Meerschweinchen. . 2.0 13 15 2 15.3 
‘ 2.0 16 20 4 25.0 


schwund* zustande, die Oxydationsstreifen treten bei allerverschieden- 
sten oxydativen Prozessen auf, die Phosphatasestreifen ‘wurden bei der 
Einwirkung der Nucleasen des Carcinoms und der Leber auf Nuclein- 
siure und Lecithin nachgewiesen. Es liegen auBberdem, wie erwahnt, 
auch positive, auf proteolytische Fermente deutende Befunde vor. 

Unsere Befunde blieben natiirlich sehr unvollstandig, falls wir 
nicht der Frage nahertreten kénnten, welche von den beiden Kompo- 
nenten des Exsudats — die Fliissigkeit oder die Formelemente — die 
eigentlichen Strahler sind ? 

Das sorgfaltig abzentrifugierte Sediment wurde nach Absaugen 
der Fliissigkeit in Ringer gewaschen und auf sein Strahlungsvermégen 
geprift (px = 7,8). Temperatur = 37°. In gleicher Weise wurde mit 
der praktisch zellfreien Fliissigkeit induziert. 

Die Protokolle zeigen uns, daB die fermentative Tatigkeit der 
Polynuclearen eine wesentlich intracellulare ist, d. h. daB nur das glyko- 
lytische Ferment, und zwar in Spuren, nicht aber die tibrigen Fermente 
in das Medium ausgeschieden werden. 
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Tabelle Ill. 








Sediment in Ringer Zellfreie Flissigkeit 
Kontrolle  Induktion Difterenz — Kontrolle Induktion Differenz _— 
1900—1970 A. 1900—1970 A. 
27 35 8 29.6 37 41 4 10,8 
36 42 6 16,6 36 30 6 — 16.6 
29 38 y 31,0 25 26 1 4.9 
28 36 8 28,5 25 29 4 16,0 
30 36 6 20,0 24 30 6 25,0 
2240—2290 A. 2240 —2290 A. 
27 46 19 70,4 36 38 2 5.5 
36 40 4 11,1 37 36 1 —2.7 
29 36 7 | 24,1 25 26 1 4.0 
28 35 7 25,0 24 26 2 8,3 
30 35 5 16,6 25 26 1 4.0 
2460—2500 A. 2460—2500 A. 
27 40 13 48,1 36 37 l 2.7 
36 49 13 36,1 37 35 2 5.4 
30 39 +] 30,0 26 25 1 — 3,8 
28 40 12 42.5 25 25 0 0 
29 42 13 44.8 24 23 1 — 4,1 


Zusammenfassung. 


1. Die weiBen Blutelemente (Polynuclearen sowohl als Lympho- 
cyten) sind mitogenetische Strahler. 

2. Die Spektralanalyse der Strahlung ergibt Elemente (Spektral- 

streifen), die fiir Glykolyse, Oxydation und Phosphatasewirkung 
charakteristisch sind. Es liegen auBerdem auch Spektralstreifen vor, 
die mit Wahrscheinlichkeit als solche proteolytischer Herkunft an- 
gesprochen werden kénnen. 
‘3. Das Strahlungsvermégen ist im wesentlichen intracellularer 
Herkunft. Die praktisch zellfreie Exsudatfliissigkeit zeigte nur An- 
deutungen von glykolytischer (und méglicherweise von proteolytischer) 
Strahlung. 
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Uber die knochensalzlésende Wirkung des Blutserums 
gesunder und rhachitischer Ferkel. 


Von 


J. Marek, O. Wellmann und L. Urbanek. 


(Aus dem zootechnischen und innermedizinischen Institut der Veterinar- 
Hochschule zu Budapest.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1932.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Durch verschiedenartig abgeainderte zahlreiche Versuche an Ferkeln 
und jungen Hunden, deren Ergebnisse im Rahmen einer ausfiihrlichen 
Monographie! veréffentlicht worden sind, wurde dafiir der Beweis 
erbracht, daB bei Tieren die Rhachitis in der Regel durch eine unzweck- 
maBige Ernihrung bedingt zu sein pflegt und daB dabei ein absoluter 
Ca- und P-Mangel ebenso atiologisch beteiligt sein kann wie ein un- 
zweckmaBiges Mengenverhialtnis zwischen den Erdalkalien und dem 
Phosphor. _ Es hat sich namlich gezeigt, daB bei den Pflanzenfressern 
und dem Schwein in der Nahrungsasche die Erdalkalien den Phosphor 
an Menge iibertreffen miissen, wenn eine rhachitische Erkrankung 
verhindert werden soll, wihrend bei den Fleischfressern das entsprechend 
der Stoffwechseleigentiimlichkeit dieser Tiere sofort reichlich mobilisier- 
bare Ammoniak bei etwaigem P-UberschuB in der Nahrung eine aus- 
gleichende Rolle iibernimmt. Das gegenseitige Mengenverhaltnis 
zwischen Erdbasen und Phosphor wird am besten durch den Begriff 
der Erdalkali-Alkalitét (EA.) ausgedriickt. Als EA. bezeichnet man 
das durch die Differenz zwischen der Summe der Erdbasen und 
dem Phosphorséureradikal in Milligrammaquivalenzen fir 1l0Og 
Trockensubstanz der Nahrung ausgedriickte Mengenverhaltnis [(CaO 
+-Mg0O)—P,0,]. Nach eigenen Feststellungen gestaltet sich die EA. 
hinsichtlich der Pflanzenfresser und des Schweines dann am giinstigsten, 
wenn sie einen Wert von + 20 bis 25 mg Aquivalente hat, wenn somit 


1 J. Marek u. O. Wellmann, Die Rhachitis in ihren &tiologischen, bio- 
chemischen, pathogenetischen, path.-anatomischen und klinischen Be- 
ziehungen, 2 Bande. Jena 1931 und 1932. 
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in 100g Trockensubstanz der Nahrung die Gesamtsumme der Erd 
basen um 20 bis 25mg Aquivalente die Menge des Phosphorsiure- 
radikals iibertrifft. 

Bei einer entweder der absoluten Menge oder dem gegenseitigen 
Mengenverhaltnis nach unzweckmaBigen Versorgung mit Knochen- 
salzen sucht der Organismus den eingetretenen Ionenmangel oder dik 
in der Konzentration der einzelnen Ionen entstandene Verschiebung 
durch teilweise Auflésung der eigenen Knochensalze zu beseitigen, was 
ihm auch ohne merkliche Azidose einfach auf physikalisch-chemischem 
Wege gelingen kann. Das Wesen der hierbei ablaufenden physikalisch- 
chemischen Vorgange laBt sich am besten durch die Annahme dem 
Verstindnis naherbringen, daB die Blutfliissigkeit einerseits und das 
Knochenskelett andererseits sich in chemischer Beziehung zu einem hetero- 
genen System vereinigen. 

Durch die aus dem Darm resorbierten Salzverbindungen wird dic 
Dissoziation der im Blut bzw. im Blutplasma gelésten Salze zuriick- 
gedringt und dementsprechend der gestérte Gleichgewichtszustand 
zunachst auf die Art eines homogenen Systems wieder hergestellt. Trotz 
dieser Wiederherstellung bleibt aber eine durch die resorbierten Mineral- 
stoffe hervorgebrachte Verinderung sowohl in der absoluten Menge 
als auch im gegenseitigen Mengenverhaltnis der Blutsalze bestehen, 
eine Verainderung, die man als einen iibersaittigungsaihnlichen Zustand 
auffassen darf und an der sich Kolloide und allenfalls auch komplexe 
Verbindungen beteiligen. Diesen iibersdttigungsdhnlichen Zustand in 
der Blutflissigkeit sacht mun der Organismus durch Ab- und Aus- 
scheidung der itiberschiissig vorhandenen Salze zu beseitigen. Bei 
einem giinstigen gegenseitigen Mengenverhaltnis zwischen Erdbasen 
und Phosphorsaéure in der Nahrung werden die nicht in der Knochen- 
substanz abgelagerten Salziiberschiisse durch den Darm und die Niere 
zur Ausscheidung gebracht, wahrend in dem das Skelett durchstrémenden 
Blute das Gleichgewicht der darin gelésten Salze auf die Art eines heterogenen 
Systems geordnet wird. Die Méglichkeit hierfiir ist in ausgedehntestem 
MaBe gegeben in dem auBerordentlich verzweigten Kanalsystem der 
Knochensubstanz, worin sich der durch die Kapillaren der Havers schen 
Kanale und der Markriume abgegebene Gewebssaft in Strémung be- 
findet und in dieser Weise die anorganischen Verbindungen der Knochen- 
substanz mit dem zwischen der BlutgeféBwand und dem Knochen- 
gewebe vorhandenen Gewebssaft bzw. durch dessen Vermittlung mit 
dem in den BlutgefaéBen stromenden Blute in Beziehung treten kénnen. 
Unter den gegebenen Verhaltnissen werden die den iibersaittigungs- 
aihnlichen Léslichkeitszustand aufrechterhaltenden iiberschiissigen Salz- 
verbindungen in die Knochengrundsubstanz, und zwar bei giinstiger 
EA. in einem der Knochenerde entsprechenden Mengenverhaltnis ab- 
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veschieden. Das Vorhandensein einer ungiinstigen EA. in der Nahrung 
veranlaBt hiergegen eine nebenher laufende und_ verhaltnismaBig 
lebhafte Auflésung des einen oder des anderen Knochensalzes trotz 
der gleichzeitig verminderten Gesamtsalzabscheidung in die Knochen- 
grundsubstanz. So wird z. B. bei negativer EA., mithin bei Azidose, 
vorwiegend CaCQ,, bei tibermaBig stark positiver EA., somit bei 
\lkalose, hauptsachlich Ca,(PO,), zur Aufloésung gebracht. 

Zur Begriindung dieser Auffassung sind von uns Untersuchungen 
mit Blutseren durch Entblutung getéteter Versuchsferkel angestellt 
worden, unter Beriicksichtigung der Erfahrungstatsache, daB~ die 
aktiven Ionen des Blutes sich zum gréBten Teile im Blutplasma befinden. 
Das gewonnene Blutserum wurde mit feingemahlener Knochensubstanz 
(Knochenpulver), mit Knochenasche, mit Tricalciumphosphat oder 
mit Calciumearbonat sowie mit einer Mischung der zwei letzten Stoffe 
zusammengebracht und durchgeschiittelt. Als Richtlinie diente hierbei 
die Voraussetzung, daB zur Zeit der Blutentnahme sich die Verdauungs- 
und Resorptionsvorginge im Verdauungsschlauch der Versuchstiere 
noch in Flu8 befinden und daB nur ein Teil des im BlutgefaBsystem 
kreisenden Blutes mit der Skelettsubstanz tatsachlich in Beriihrung 
kommt, alles Umstande, die zur Folge haben, daB zur Zeit der Blut- 
entnahme in dem zum Versuch verwendeten Blutserum die Ordnung 
des Gleichgewichtszustandes der darin vorhandenen Salze noch nicht 
zu Ende gefiihrt sein kann. Eine Aussicht auf Erfolg gestattete die 
Feststellung von Klinke! iiber erfolgte Calciumcarbonatabscheidung in 
einem mit Tricalciumphosphat geschiittglten Blutserum zufolge von 
Anpassung des vorhandenen Ionengehaltes an den neuen Gleich- 
gewichtszustand. 


Anordnung und Ausfiihrung der Versuche. 


Als Versuchstiere dienten acht Yorkshire-Ferkel im Alter von 12 Wochen, 
die in Gruppen mit je einem kastrierten maénnlichen und einer weiblichen 
Tier geteilt und in den einzelnen Gruppen mit ergiinztem, sonst aber gleich 
zusammengesetztem Grundfuttergemisch (Tabelle L) ernahrt wurden. Die 
Nahrung bestand fiir die Gruppe I (Ferkel Nr. 4 und 8) aus Fleischmehl, 
Weizenkleie, Mais- und Gerstenschrot mit NaH, PO,-Zusatz, sie war dem- 
entsprechend Ca-arm und P-reich und gleichzeitig mit einer stark negativen 
EA. ausgestattet. Die Nahrung fiir die Gruppe II (Ferkel Nr. 3 und 7) war 
sehr Ca-reich und ausreichend P-haltig, auBerdem mit einer tibermaBig 
stark positiven EA. ausgestattet durch sehr reichliche Zusatze von CaCO, 
zu dem sonst gleich zusammengesetzten Grundfutter. Beide Gruppen 
erkrankten an Rhachitis, weil bei der Gruppe I die Nahrung eine Azidose, 
bei der Gruppe II eine Alkalose im Blute herbeigefiihrt hatte. Die Tiere 
der Gruppe [II (Ferkel Nr. 2 und 6) und Gruppe IV (Ferkel Nr. 1 und 5) 
erhielten ebenfalls dasselbe Grundfutter, das aber durch einen nur maBigen 


1 Klinke, diese Zeitschr. 218, 177, 1929. 
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Ver- An- : 
suchs-| fangs- Grundfutter Erginzung EA. 
ferkel | gewicht fiir des .mg Bemerkung 
x 10 kg Lebendgewicht Grundfutters mit Aquiv. 
vr. g 
1 21 984 10,0 ¢ CaC Og 21.17 Gesund 
0,9¢ D-Vitamin 
(Richter) 
2 22 428 10,0 ¢ CaCO. + 21.17 Gesund 
‘ ‘ 00 ¢ Maisse 4 3 ann“ 
3 21 300 Lan, Mais ae 20,0g CaCO; (+68,83 Schwere Rhachitis 
4 18856 | 208 Gerstenschrot 80¢ NaH.PO,'— 71.64 Schwere Rhachitis 
50 Kl . o, g Na 2 4 fi, schwere nach! 
5 |25428|( @ & ame 00g CaCO, +2117 Gesund 
9) 042 50 ¢ Fleisct 10,0 g CaC Ox + 21,17 Gesunc 
g Fleischmehl 0.9¢ D-Vitami 
1,8 g Kochsalz iad ota 
( Richter) 
6 25300 10,0g CaCO; + 21,17 Gesund 
7 24556 20.9¢ CaCO, + 68,83 > Schwere Rhachitis ~~ 
8 24528 8,0 ¢ NaH, PO, — 71,64 Schwere Rhachitis Pie 
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Ky 
CaCO,-Zusatz mit einem voll ausreichenden Ca-Gehalt und einer optimalen de 
positiven EA. ausgestattet und bei Gruppe IV auBerdem mit einem wirk de 
samen D-Vitaminmittel erginzt war. Die Tiere der Gruppe III und IV de 
blieben bis zum Abschlu8 des Versuchs frei von einer rhachitischen Er- ges 
krankung. Das Ausgangsgewicht von 18 bis 24 kg erhéhte sich wahrend 60) 
der 8 bis 14 Wochen betragenden Versuchsdauer auf 27,3 bis 64,5 kg, wie gré 
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man aus den in der nebenstehenden Abbildung dargestellten Einzelheiten 
entnehmen kann. 


Die Tiere wurden in folgender Reihenfolge durch Halsstich getétet : 


Posies: Dir. Z> eee. wk tt tt thw el et ee OO Tame 
re » 3: alkalotisch und rhachitisch . ..... .,, 67 4, 
ss a ee ” “ - ee ae ee | ee 
” » 8: azidotisch - es 6 eee ow “ae 
o EE Sate hee ee Oe Oe ee 
iis sn) Ss a ae) a es oe Sw, a we ces -~ a a 
es py ps aioe tale Oe a iar ee we WE “Sh i % 


Beim Ferkel Nr. 2 wurde die Blutentziehung 3 Stunden, bei den iibrigen 
Tieren erst 12 Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme vorgenommen 
nach griindlicher Reinigung der Stichstelle am Halse, wo die Haare durch 
Abscheren und Abrasieren entfernt wurden. Die Stichwunde wurde 
méglichst klein gewaéhlt und das in einem 1'/, Liter messenden Glas- 
zylinder steril aufgefangene Blut zuerst 2 bis 3 Stunden lang bei Zimmer- 
temperatur, darauf 20 Stunden lang in einem kiihlen Raum aufbewahrt. 
Hierbei lieBen sich in der Abscheidung des Blutserums im Zusammenhang 
mit der Nahrungszusammensetzung in Beziehung stehende deutliche Unter- 
schiede erkennen, insofern als die Serumabscheidung bei den gesund ge- 
bliebenen Ferkeln normal, bei den azidotischen Tieren sehr gut und bei den 
kalkreich gefiitterten alkalotischen Tieren auffallend schlecht vonstatten 
ging. Die abgeschiedene Serummenge lieB sich iibrigens durch sterile Be- 
lastung des entstandenen Blutkuchens vermehren. Durch die hierauf 
folgende Zentrifugierung wurde das nach Entfernung der letzten Form- 
elemente klargewordene, nur sehr schwach haimolytisch erscheinende Blut- 
serum fiir die Versuche geeignet gemacht. 

Bei der gleichlaufig mit der Serumgewinnung ausgefiihrten Zerlegung 
der Tiere fanden sich schon makroskopisch erkennbare schwere rhachitische 
Skelettveranderungen bei den Tieren der azidotischen bzw. alkalotischen 
Gruppe I und II, wahrend das Skelett bei der gesund gebliebenen Gruppe LI 
und IV ein normales Gefiige und eine auffallige Harte erkennen lieB. Als 
ein eigentiimlicher Zerlegungsbefund soll angefiihrt werden bei den alkaloti- 
schen Tieren eine Vergr6Berung, bei den azidotischen eine Verkleinerung 
der Schilddriise. 

Der Magen-Darminhalt wurde fiir andere Untersuchungen gesammelt 
und aufbewahrt. Nur die sich auf die Menge des Mageninhalts beziehenden 
Gewichtsergebnisse fanden hier Beriicksichtigung zwecks Beurteilung des 
jeweiligen Vorgeschrittenseins der Verdauungsvorgange. 

Die fiir die geplanten Blutserumversuche notwendigen pulverisierten 
Knochensubstanzproben wurden hergestellt aus dem Humerus, dem Radius, 
dem Femur und der Tibia nach Entfernung der Weichteile und Abkratzen 
der Knochenhaut, ferner nach Absagen der Epiphysen und nach Entfernung 
der Spongiosa sowie des Knochenmarkes aus dem der Linge nach durch- 
gesigten Knochenschaft. Die so vorbereiteten Knochenstiicke wurden bei 
60°C getrocknet, dann fein gemahlen und darauf die etwa vorhandenen 
gréberen Teilchen durch Hindurchlassen durch ein Millimetersieb ab- 
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gesondert, um ausschlieBlich den feinpulverisierten Rest verwenden 211 
kénnen. AuBerdem kamen zur Verwendung CaCO, und Ca,(PO,). gesondert 
sowie in Gemischen, ferner auch Knochenasche, welch letztere von den von 
unseren friiheren Ferkelversuchen iibriggebliebenen und fiir jedes Tie: 
gesondert vermischten Skeletteilen hergestellt wurde durch schonend: 
Veraschung zunachst bei schwacher Flamme bis zum schwachen Rotgliihen, 
wodurch eine schwach graue Asche erhalten wurde. Von Ca;(PO,4). und 
CaCO, wurden der in unseren friiheren Versuchen einerseits fiir gesunde, 
andererseits fiir azidotisch-rhachitische sowie  alkalotisch-rhachitische 
Ferkel festgestellten Knochenzusammensetzung ahnliche Mischungen he: 
gestellt, namlich eine Mischung von 18g Ca,(PO,). und 3g CaCO 
fir normale, von 18 bzw. 1,5 ¢ fiir azidotische, von 18 bzw. 6g fiir alkalo- 
tische Tiere. 

Bei der Ausfiihrung des Versuchs wurden in einem 100 cem messenden 
und mit Glasstopfen verschlieBbaren Glaskolben | bis 1,5 g Knochenpulver, 
Knochenasche, Knochensalz bzw. Knochensalzmischung jeweils mit 60 bis 
70 ccm Blutserum vermischt, umgeschiittelt und der Mischung zum Hintan 
halten ihrer Zersetzung 2 Tropfen Chloroform zugesetzt, ferner in 
einen anderen dahnlichen Glaskolben dasselbe Blutserum ohne jede 
Beimischung gebracht, um damit vergleichende Bestimmungen ausfiihren 
zu kénnen. Nach 24stiindigem Aufbewahren der beiden Glaskolben in 
einem dunklen, kiihlen, trockenen Raum und haufigem, gewodhnlich 
einstiindigem Umschiitteln wurde zentrifugiert und in der klaren Serum 
fliissigkeit die Menge des Ca und des anorganischen P bestimmt. Die 
Ca-Bestimmung geschah in einer 20cem_ betragenden, im Platintiege! 
am Wasserbad eingetrockneten und schonend veraschten Serummenge 
durch Abscheidung des Ca als Oxalat und dann durch Titrierung 
mit 1/1 Kaliumpermanganatlésung. Bei der Bestimmung des anor- 
ganischen P gelangte zur Anwendung das Urbaneksche kolorimetrische 
Verfahren!. ‘ 

In Tabelle II finden sich angegeben die Gewichtswerte fiir Ca und 
anorganischen P in Milligrammprozenten, ferner das Gesamt- sowie das auf 
das Lebendgewicht bezogene Verhaltnisgewicht des Mageninhaltes bei den 
einzelnen Versuchstieren. Es ist daraus ersichtlich, daB der anorganische 
P-Gehalt im Blutserum vor allem in Abhangigkeit von der Ernahrungsart 
und dem jeweilig verschiedenen Fortschritt der Verdauung steht, was 
iibrigens auch mit der Feststellung Warkanys? gut iibereinstimmt, wonach 
eine perorale P-Zufuhr den P-Gehalt im Blutserum voriibergehend ansteigen 
laBt. Des weiteren ersieht man aus der tabellarischen Zusammenstellung, 
daB die Zahlenwerte fiir Ca und P im Blutserum der gesund gebliebenen 
Ferkel am héchsten sind und daB8B bei vorhandener Azidose das Ca, bei 
Alkalose dagegen das P den niedrigsten Zahlenwert aufweist und die Ca- 
Werte im allgemeinen viel geringere Schwankungen aufweisen als P. Bei 
optimaler EA. und Ergainzung der Nahrung mit D-Vitamin war keine 
kennzeichnende Verainderung im Ca- und P-Gehalt des Blutserums nach- 
weisbar, insofern als einem sehr hohen Wert fiir diese zwei Stoffe beim 
gesunden Ferkel Nr. 5 ein an der untersten Grenze des Normalen befindlichet 
niedriger Wert beim azidotischen Ferkel Nr. 1 gegeniibersteht. 


1 L. Urbanek, Mezégazdasigi Kutatasok 4, 39, 163, 1931. 
2 Warkany, Zeitschr. f. Kinderheilkde. 46, 1, 716, 1928; 48, 654, 1930; 
49, 191, 259, 1930. 
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Tabelle II. 





Zusammensetzung 


s = a w nol Mageninbalt des Blutserums 

2b ferkel Fiitterung Befund Bale are %oo re -~ Anorg. 
g Lebend- I CaP 

Nr. | Nr. g gewichts) mg-°/) mg-/o 

1! 4) Azidotisct Schwere | 8444 1195 4,38 | 104 7,92 1,31 
, 8 jf M2@otisch  Rhachitis| 8472 378,0 11,45 | 99 11,31 0,88 
(3 i) Pee Schwere { 7200 196,0 6,88 12,3 7,87 1,56 
|, 7 4 Alkalotisch piachitis( 8444) 436.0 1321 132 453 2.91 
i Boe a i | 29072 2119.0 41,14 15,8 10,82 1,46 
M1; ¢§ j Normal —§ Gesund | 39900 721.4 1118 152 1216 1.25 
Iv | 1 || Normal — { 39516) 394.9 642 14,0 10.29 1,36 
1} 5 | {4+ D-Vitamin) "8S" | 36572) 656.9) 10,59 17,7 13,76) 1,29 


Eine Verdnderung in der Zusammensetzung des Blutserums stellte sich 
auch je nach dem gesunden oder rhachitischen Zustande der Tiere, ferner je 
nach dem verschiedenen Fortschritt der Verdauung ein. Hierbei erweisen 
sich die von acht bei sieben Tieren gefundenen Werte zum Vergleich mit- 
einander deshalb als gut brauchbar, weil diese sieben Tiere nach gleich 
langem, 12stiindigem Hungern entblutet worden sind. Gewisse Verschieden- 
heiten im Vorgeriicktsein der Verdauung lassen sich allerdings trotzdem 
nicht von der Hand weisen, weil nicht die gleichen Futtermengen von 
simtlichen Tieren aufgenommen wurden, wie es iibrigens auch der Unter- 
schied zwischen der Menge und dem auf das Lebendgewicht bezogenen 
Gewicht des Mageninhalts vor Augen fiihrt. Die Unterschiede in der Blut- 
serumzusammensetzung diirften davon herriihren, da8 am Beginn der 
Verdauung aus einer mit CaCO, ergainzten Nahrung zuniachst vorwiegend 
Ca, aus einer mit NaH, PO, ergainzten vorwiegend P zur Resorption gelangt, 
die im Kérnerfutter an organische Stoffe gebundenen P- und Ca-Mengen 
dagegen erst bei weiter vorgeschrittener Verdauung nach mittlerweile 
erfolgter Spaltung der organischen Verbindungen dem Blute tibergeben 
werden. 

Ein solcher EinfluB der Verdauung kommt nicht nur in den absoluten 
Zahlenwerten zum Ausdruck, sondern noch weit deutlicher im Ca/P- 
Quotient. So findet man bei dem bereits 3 Stunden nach der Fiitterung 
entbluteten gesunden Ferkel Nr. 2 die Verhaltniszahl von 1,46 fiir Ca/P 
am héchsten, entsprechend der hauptsachlich das Ca der mit CaCO, er- 
gainzten Nahrung betreffenden Resorption zufolge der noch wenig fort- 
geschrittenen Verdauung. Im Zusammenhang hiermit zeigt die erwihnte 
Verhaltniszahl eine leichte Verschiebung in der Richtung nach der Alkalose 
an. Dagegen konnte bei den iibrigen drei gesunden Tieren zur Zeit der erst 
12 Stunden nach der Nahrungsaufnahme erfolgten T6tung entsprechend der 
viel weiter fortgeschrittenen Verdauung die Resorption des leicht léslichen 
Ca bereits zum gréBten Teil beendigt sein und der Resorptionsvorgang sich 
vorwiegend auf den P beziehen, wodurch der Zahlenwert fiir Ca/P etwas 
niedriger, somit mehr in der Richtung nach Azidose verschoben erscheint. 
Des weiteren zeigt die Verhaltniszahl von Ca/P bei den Ferkeln Nr. 6, 5 und | 
Hand in Hand mit der stufenweisen Verminderung des Mageninhaltes und 


gleichlaufig mit der abnehmenden P-Resorption eine Erhéhung von 1,25 
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Tabs i] I II 
Blutse: gesu! 
Ferkel Nr. 1 
Behandlung des Blutserums . ~ —— nt | GRRAATRNRN Mniaeaaee! ‘vale 
Ca ee 4Ca 4P c 
a Oe | a ee Ft PD 
mg-° ; mg-°/5 
Pe g's th ag ee ae 14,0 10,29 1,36 -- —- - 17, 
Mit Knochenpulver: 
vom gesuuden Ferkel Nr. 2 11,2 8,49 1,32 2.8 1,80 | 1,56 12, 
et be ms , & 8.5 8,37 1,02 5.5 1,92 | 2.86 - 
¥ “ a ie 11,8 8,78 1,34 2,2 1,51 1,46 11, 
» azid.-rhach. Ferkel Nr. 4 12,6 9,50 1,32 1,4 0.79 | 1,77 11, 
= “ - a 11,4 9,48 1,20 2.6 0,81 3,20 12, 
,  alkal.-rhach. Ferkel Nr. 3 11,4 8,87 1,29 2.6 1.42 1,83 13, 
“ “ = .  - 12,5 8,14 1,54 BS 2.15 0,70 12, 
Mit Knochenasche: 
vom gesunden Ferkel. . ..... — — — — _ _— 12,( 
azid.-rhach. Ferkel. . . .. . _ a —- -— _ — ah 
» alkal.-rhach. Ferkel . . .. . _ a — os = -- 11,7 
Mit Knochensalzen: 
SS Cody is koe ask Pe wos 14,0 | 10,12 1,88 0,0 0,17 7 
normal | Cas (PO,) | 18:3 6,1 10,77. 0,57 79 —048 >, 10,1 
azidotisch | —*~——*? | — 18:1,5 6,7 | 11,79 057 73 —050 >, 10,2 
alkalotisch | ©aCOs | — 18:6 9,7 | 1124 086 43 —095 >, i0,§ 
Cag (P Og). Ve ee 97 18,93 0,51 43 —7,64) >, -- 


auf 1,29 bzw. 1,36. Andererseits kam es in den Gruppen der azidotischen 
Tiere mit einer durch NaH,PO,-Zusaétze erginzten Nahrung beim Ferkel 
Nr. 8 mit noch recht reichlichem Mageninhalt zur Resorption bedeutender 
P-Mengen und dementsprechend zum Heruntergehen des Ca/P-Quotienten 
auf 0,88, somit zu einer deutlich azidotischen Veranderung der Blutserum- 
zusammensetzung. Bei dem ebenfalls azidotisch gefiitterten Ferkel Nr. 4 
1aBt dié gefundene geringe Menge des Mageninhalts schon auf eine viel 
weiter fortgeschrittene Verdauung und damit im Zusammenhang auf eine 
bereits dem Abschlu8 nahestehende P-Resorption schlieBen, dabei ferner 
die annahernd normale GréBe von 1,31 des Ca/P-Quotienten als erklarlich 
erscheinen. Entsprechend der reichlichen Erginzung der Nahrung mit 
CaCO, bei den alkalotisch gefiitterten Tieren waren beim Ferkel Nr. 7 
trotz noch reichlich vorhandenem Mageninhalt bereits betréchtliche Ca- 
Mengen resorbiert, der Quotient von 2.91 fiir Ca/P steht infolgedessen 
hoch und zeigt eine ausgesprochene Alkalose an. Die geringe Menge des 
noch im Magen vorhandenen Inhalts bei dem ahnlich gefiitterten Ferkel 
Nr. 3 gestattet, auf eine schon viel weiter fortgeschrittene Verdauung und 
auf eine zum groBen Teil abgeschlossene Ca-Resorption zu schlieBen. Der 
damit im Zusammenhang gegeniiber dem Ferkel Nr. 7 auf 1,56 gesunkene 
Ca/P-Quotient zeigt eine bereits namhafte Abnahme der Alkalose im 
Blutserum an. 

Die Verdnderungen des Ca- und des anorganischen P-Gehaltes im Blut- 
serum zu den verschiedenen Zeiten der Verdauung wurden vorlaufig durch 
Versuche an Pferden festgestellt, die einschligigen Ergebnisse sollen jedoch 
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Ca 


mg- 


gesunder Ferkel 


Ferkel Nr.5 Ferkel Nr. 6 

Anorg. 1Ca 4P Ca Anse. aca AP 
CaP eS eee “ Ca/P aCa JP 

0 mg-" 9 mg-9/o mg- 
13,76 1,29 — _ — 15,2 12,16 1,25 - — 
11,59 1,06 | 54 217 249 | 120 969 1,24) 32 247 1,30 
11,20 1,00 6,5 2,56 2,54 - — ~ _ 
11,94 0,94 6,5 1,82 3,57 12,5 | 10,72 | 1,17 2,7 1,34 2,01 
12,41 1,04 4.8 1,35 3,56 12,9 10,68 1,21 2.3 1,48 1,55 
11,95 1,11 44 1,81 2,43 12,8 | 10,25 1,25 2,4 1,91 1,26 
10,61 1,15 5.4 3,15 1,71 13,4 9,65 1,39 1,8 2.51 1,29 
12,41 0,97 5,7 1,35 4,22 13,7 11,05 1,24 15 1,11 1,35 
12,17 0,96 6,0 1,59 3,77 13,4 10,96 1,22 | 1,8 | 1,20 1,50 
10,89 1,07 6,0 2,87 2,09 11,9 | 9,91 | 1,20 | 3,3 | 2,25 1,47 


2,33 2,19 
1.51 
2,50 1,88 


11,46 , 0,88 7,6 2,30 3,30 10,1 9,83 § 1,03 
11,43 0,89 7,5 2,33 | 3,22 11,0 984 1,12 
1145 0,94 6.9 2,31 2,98 10,5 9,66 1,09 


, = OF 

i soe 
~ 
st) 
TS) 


spiter nach deren Erganzung mit ahnlichen Versuchen an Schweinen und 
Hunden ver6ffentlicht werden. Nur soviel wollen wir an dieser Stelle 
vorwegnehmen, da8 im Blutserum 12 Stunden lang hungernder Pferde 
der P-Gehalt auf 63 bis 60°, des urspriinglichen normalen Wertes herunter- 
gegangen war, wahrend der Ca-Gehalt Schwankungen zwischen 92 und 
107 bzw. 96 und 108°, erkennen lieB. 

Die Priifung der Fahigkeit des Blutes bzw. der Blutfliissigkeit, das Gleich- 
gewicht der in thnen vorhandenen Ionen bei Beriihrung mit der Skelettsubstanz 
auf die Art eines heterogenen Systems zu ordnen, geschah durch Vermischung 
des von den Versuchsferkeln gewonnenen Blutserums mit gepulverter Knochen- 
substanz, mit Knochenasche, mit einzelnen Knochensalzen und mit Knochen- 
salzmischungen (siehe die betr. Daten). Nach der Zusammenstellung 
in Tabelle III belief sich im Blutserum des gesund gebliebenen Ferkels Nr. | 
der Ca-Gehalt auf 14,0 mg-°,,, der anorganische P-Gehalt auf 10,29 mg-” 
und der Ca/P-Quotient auf 1,36. Nach dem Einwirkenlassen dieses Blut- 
serums auf die gepulverte Knochensubstanz von den normalen Ferkeln 
Nr. 2, 5 und 6, ferner auf die von den azidotischen Ferkeln Nr. 4 und 8, 
sowie auch auf die von den alkalotischen Ferkeln Nr. 3 und 7 wurde eine 
Verminderung des Ca-Gehaltes auf 8,5 bis 12,6 mg-"., gefunden und dadurch 
eine im Blutserum erfolgte Ca-Abscheidung bewiesen. Es bestanden zwar 
gewisse Schwankungen in den abgeschiedenen Ca-Mengen je nach der 
verschiedenen Herkunft des Knochenpulvers, immerhin ist der héchste 
Grad der Abscheidungsfahigkeit fiir Ca bei der Verwendung eines Knochen- 
pulvers normaler Tiere unverkennbar. Das gleichzeitige Heruntergehen 
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des anorganischen P auf 8,14 bis 8,50 mg-°,, deutet auf eine gleichliufige 
P-Abscheidung im Serum hin. Die Zahlenwerte fiir den Ca-/P- Quotient, die 
iiber die verhaltnismaBige Menge des abgeschiedenen Ca und P AufschluB 
geben, lassen Schwankungen zwischen 1,02 und 1,54 erkennen. Die ab- 
geschiedenen Ca- und P-Mengen finden sich mit den Bezeichnungen A Ca 
und A P in der Tabelle [1] angefiihrt und entsprechen fiir Ca 1,4 bis 5,5mg-° 4, 
fiir P 0,79 bis 2,15 mg-°,,, wahrend der Quotient fiir das Verhaltnis zwischen 
abgeschiedenen Ca- und P-Mengen einen Zahlenwert von 0,70 bis 3,20 


ergibt. 
In dem déhnlich behandelten Blutserum vom Ferkel Nr. 5 ist der ur- 
spriingliche Ca-Gehalt von 17,7 mg-°,, auf 11,2 bis 13,3 mg-°,,, der an- 


organische P-Gehalt von 13,76 auf 10,61 bis 12,41 mg-°,, heruntergegangen, 
wihrend in dem urspriinglichen Ca/P-Quotient von 1,29 Schwankungen 
zwischen 0,94 und 1,15 zu verzeichnen waren. Es kam somit auch hier zur 
Abscheidung von 4,4 bis 6,5 mg-°,, Ca und von 1,81 bis 3,15 mg-°, an- 
organischem P bei einem Quotient von 1,71 bis 3,57 fiir das Mengen- 
verhaltnis zwischen abgeschiedenem Ca und P. 

Auch im Blutserum vom Ferkel Nr. 6 trat nach der Vermischung mit 
pulverisierter Knochensubstanz eine Verminderung des Ca-Gehaltes von 
15,2 auf 12,0 bis 13,4 mg-°,, des anorganischen P-Gehaltes von 12,16 aut 
9,65 bis 10,72 mg-°,, ein, wobei die abgeschiedene Ca-Menge 1,8 bis 3,2 mg-", 
die des P 1,48 bis 2,51 mg-°,, betragt und der Ausgangsquotient von 1,25 
fir Ca/P Schwankungen zwischen 1,26 und 2,01 aufweist. 

Aus den angefiihrten Versuchsergebnissen geht unzweideutig hervor, 
daB beim Zusammenbringen eines normalen Ferkelserums mit gepulverter 
Knochensubstanz eine Ca- und P-Abscheidung stattfindet. Des weiteren laBt 
sich aus den dabei erhaltenen Durchschnittswerten entnehmen, daB unter 
der Einwirkung einer azidotischen Knochensubstanz verhdltnismdpigq die 
grépten Ca- und die geringsten P-Mengen, bei Alkalose aber umgekehrt ver- 
hdltnismadpig die geringsten Ca- und die gréBten P-Mengen zur Abscheidung 
gelangen, wihrend die diesbeziigliche Wirkung der Knochensubstanz gesunder 
Ferkel gewissermapen die Mittelstelle zwischen diesen zwei Gruppen einnimmt, 
Es ergibt sich hieraus auch der weitere Schlu8, da8 unter solchen Um- 
standen diejenigen Salzverbindungen im Blutserum abgeschieden werden, 
die das zum Versuch verwendete Knochenpulver in seiner Zusammensetzung 
der normalen Knochenzusammensetzung ndaherzubringen vermégen. 

Bei Weiterfiihrung der Versuche mit Blutseren infolge einer azidotischen 
Erndhrung erkrankter Tiere trat in dem vom Ferkel Nr. 4 stammenden 
Blutserum ebenfalls eine Ca- und P-Abscheidung ein, wobei dessen ur- 
spriinglicher Ca-Gehalt 10,4 mg-°,,, der anorganische P-Gehalt 7,92 mg-°/, 
und der Ca/P-Quotient 1,31 betragen hat. Es konnte hier die reichlichste 
Ca-Abscheidung beim Zusammenbringen des Blutserums mit einem azidoti- 
schen Knochenpulver beobachtet werden. Die P-Abscheidung laBt zwar 
nur unbedeutende Unterschiede je nach der Herkunft des Knochenpulvers 
von normalen, azidotisch oder alkalotisch ernahrten Ferkeln erkennen, 
ihre Menge war aber trotzdem bei Verwendung einer alkalotischen Knochen- 
substanz am gréBten (7,33 mg-°,, anorganischer P). Die gegeniiber der 
Norm viel geringere Ca- und P-Abscheidung des azidotischen Blutserums 
14Bt den SchluB zu, daB hier die Auflésung von Knochensalzen viel hoéhere 
Grade erreicht hat, wenn auch der Quotient fir das Verhaltnis zwischen 
abgeschiedenem Ca und P wegen der nur geringen Abscheidungsmenge 
bloB die Verschiebungsrichtung andeutet. 
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Das Blutserum von dem ebenfalls azidotisch ernahrten Ferkel Nr. 8, 
dessen Ca-Gehalt 9,9 mg-°,, der anorganische P-Gehalt 11,33 mg-°,, be- 
tragen hat und der Ca/P-Quotient den sehr niedrigen Wert von 0,88 er- 
kennen 1éB8t, wurde in Ermangelung eines azidotischen Knochenpulvers 
bloB mit der Knochensubstanz eines normalen und eines bei alkalotischer 
Ernahrung an Rhachitis erkrankten Ferkels zusammengebracht. Hier 
fand fast keine Abscheidung statt, sondern es trat die Auflésung des 
Knochenpulvers in den Vordergrund. Wahrend aber unter der Kinwirkung 
einer normalen Knochensubstanz neben minimaler Ca-Abscheidung im 
Blutserum nur eine geringe P-Menge in der Knochensubstanz zur Auflésung 
gebracht wurde, kam es bei Verwendung einer alkalotischen Knochen- 
substanz neben einer geringen Ca-Auflésung im Knochenpulver zu einer 
hedeutenden P-Abscheidung im Blutserum, wodurch der eine dem vorigen 
Versuchstier ahnliche Verschiebungsrichtung anzeigende Ca/P- Quotient 
herabgedriickt wurde. 

Im Blutserum des an Rhachitis erkrankten Ferkels Nr. 3 fiihrte die 
Vermischung mit einer normalen sowie mit einer normalen und gleichzeitig 
alkalotischen Knochensubstanz zu einer nur geringen Abscheidung im 
Blutserum, dessen urspriinglicher Ca-Gehalt dadurch von 12,3 um 0,9 mg-" ,,, 
der anorganische P-Gehalt um 0,48 mg-°,, vermindert wurde, ohne nennens- 
werte Anderung des gegeniiber der Norm hoéheren urspriinglichen Ca/P- 
Quotienten. Im Blutserum des schwer rhachitisch erkrankten Ferkels 
Nr. 7 belief sich der urspriingliche Ca-Gehalt auf 13,2 mg-°,, der an- 
organische P-Gehalt bloB auf 4,53 mg-°, und der abnorm hohe Ca/P- 
Quotient auf 2,91. Die Vermischung mit verschiedenen pulverisierten 
Knochensubstanzproben hatte gar keine Ca- und P-Abscheidung zur Folge, 
statt dessen trat aber eine auffallige Lésung des Salzgehaltes im Knochen- 
pulver ein, die besonders bei Verwendung normaler Knochensubstanz als 
bedeutend zu bezeichnen war und 1,3 mg-°,, von Ca sowie 1,66 mg-",, 
von anorganischem P betragt. 

Hiernach beobachtet man beim Zusammenbringen von Blutseren 
rhachitischer Ferkel, mit gepulverter Knochensubstanz eine nur geringe Ca- 
und P-Abscheidung im Serum, dagegen eine im Vordergrund stehende Auf- 
lésung des Salzgehaltes der Knochensubstanz, wobei Art und Menge der ge- 
listen Salze durch die Zusammensetzung des Blutserums und des Knochen- 
pulvers bestimmt werden. Auch lat sich weiterhin feststellen, daB die Zu- 
sammensetzung des Blutserums auBer durch die Alkalose bzw. Azidose auch 
durch die je nach dem verschiedenen Vorgeschrittensein der Verdaviung jeweils 
wechselnde Menge der vom Darm aus resorbierten Knochensalze beeinflupt wird. 

Bei weiteren Versuchen unter Verwendung von Knochenasche sowie 
von Ca,(P0O,), und CaCO,, desgleichen von einer Mischung dieser Salze, trat 
ihnlich wie bei Verwendung von gepulverter Knochensubstanz eine deutliche 
Ca- und P-Abscheidung im Blutserum gesunder Ferkel ein. Da im Blut- 
serum der bei CaCO,-Zusatzen reichlich mit Ca ernihrten gesunden Tieren, 
entsprechend der noch andauernden Verdauung, verhaltnismaBig reichliche 
Ca-Mengen vorhanden waren, so hat die Abscheidung des Ca die des P 
iibertroffen, es war sogar beim Ferkel Nr. 1 zu einer gleichzeitigen betracht- 
lichen Auflésung der beigegebenen Salzmischung, insbesondere des 
Ca,(PO,4)., gekommen. 

Das Blutserum infolge Azidose oder Alkalose rhachitisch gewordener 
Tiere hat gegeniiber gesunden Ferkeln ebenfalls eine teilweise Auflésung 
von P und Ca in der beigegebenen Knochenasche bzw. Knochensalzmischung 
bewirkt, die Salzabscheidung im Blutserum war aber geringer. 
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Zusammenfassung der Versuchsergebnisse. 


Im Blutserum gesunder sowie infolge von Azidose bzw. Alkalose 
an Rhachitis erkrankter Ferkel ordnet sich das Gleichgewicht der 
Ionen auf die Art eines heterogenen Systems beim Einwirkenlassen 
des Serums auf gepulverte Knochensubstanz, Knochenasche, Ca; (PO,)o, 
CaCO, oder auf die Mischung dieser Salze. 

Das Blutserum bringt einerseits die Knochensubstanz bzw. dix 
Knochensalze zur Auflésung, es kommt aber andererseits auch zur 
Abscheidung von Knochensalzen im Blutserum, wobei gesunde Tiere 
die Salzabscheidung, rhachitische dagegen die Lésung der Knochen 
salze deutlicher in Erscheinung treten lassen. Die jeweilige Zusammen- 
setzung des Blutserums und der Knochensubstanz ist entscheidend in 
der Beziehung, welche Verbindungen im Serum abgeschieden und welche 
Salze in der Knochensubstanz bzw. in der Knochensalzmischung zur 
Auflésung gebracht werden. Durch einen azidotischen Knochen wird 
vorwiegend eine CaCO,-Abscheidung, durch einen alkalotischen haupt- 
sichlich Ca;(PO,).-Abscheidung veranlaBt. 

Der Ca- und P-Gehalt sowie auch der Ca/P- Quotient werden durch 
die Verdauungsvorginge stark beeinfluBt. Dieser Umstand fand bisher 
keine Beriicksichtigung bei den Ca- und P-Bestimmungen im Blut- 
serum von Rhachitis-Kranken. 
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Untersuchungen iiber tierische Gewebsproteasen. 


IX. Mitteilung: 


Uber proteolytische Fermente im Serum verschiedener Tierarten, 


Von 


Hl. Kleinmann und G. Scharr. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 15, Juni 1932.) 


Mit 22 Abbildungen im Text. 


A. Ejinleitung. 

Die vorliegenden Versuche beschaftigen sich mit den Proteinasen 
des Blutserums; die Sera zweier Tierarten Pferd und Kaninchen 
werden gepriift. 

Die in der Literatur vorhandenen Untersuchungen tiber das Vorhanden- 
sein und iiber die Art der Serumproteinasen sind zahlreich und auBer- 
ordentlich widerspruchsvoll. Es ist daher unméglich, auch nur anni&hernd 
auf die iiber dieses Gebiet angestellten Einzeluntersuchungen einzugehen. 
Uber die Arbeiten bis zum Jahre 1926 gibt das Werk von Oppenheimer, 
..Die Fermente und ihre Wirkungen“, einen sehr guten Uberblick. Man 
erkennt aus ihm, da8 vier verschiedene Ansichten iiber die Serumproteinasen 
bestehen und durch Versuche belegt werden. > 

Erstens sollen, nach Ansicht zahlreicher Autoren, normalerweise im 
Serum iiberhaupt keine Proteinasen vorhanden sein. Dieser Ansicht steht 
zweitens die Auffassung gegeniiber, daB zwar Proteinasen vorhanden sind, 
diese aber durch das Vorhandensein von sogenannten Antiproteinasen in 
ihrer Wirkung gehindert sind. Entfernt man diese Antiproteinasen, so 
erkennt man erst die reine Proteinasenwirkung. Die dritte Gruppe von 
Untersuchungen behauptet das Vorhandensein von Proteinasen im normalen 
Serum, glaubt aber, daB durch die unversehrte Struktur des Serums ihre 
Wirkung ,,larviert’* wird. Zerstért man die normale Serumstruktur durch 
auBere Angriffe, wie EiweiSfallung oder Behandlung des Serums mit 
Lipoidlésungsmitteln, so wird die proteolytische Fahigkeit des Serums 
ersichtlich. Diese Anschauung leugnet also das Vorhandensein stofflich 
bestimmter Antiproteinasen, glaubt aber an eine Hemmung vorhandener 
Proteasen durch die kolloide Struktur des Serums. Die vierte Gruppe von 
Untersuchungen nimmt schlieBlich an, da8 im normalen Serum keine 
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Proteinasen vorhanden sind, daB aber unter dem Einflu8 pathologischer 
Vorgéinge, wie z. B. durch das Eindringen kérperfremden Eiwei®es in den 
tierischen Organismus, Proteinasen auftreten kénnen. 

Herrscht somit schon tiber die Grundfrage, ob Proteinasen im 
Serum vorhanden sind oder nicht, véllige Uneinigkeit unter den Autoren, 
so wird die Verwirrung unlésbar, wenn man auf das Vorhandensein 
bestimmt definierbarer Fermente eingeht. Es wird nahezu in der ge- 
samten, vorliegenden Literatur die Wirkung reiner Proteinasen nicht 
von der der Ereptasen unterschieden. Hierbei sei hinzugefiigt, daB das 
Vorhandensein von Ereptasen im Serum auf Grund der neueren Ar- 
beiten so gut wie gesichert ist. 

Ferner werden Spaltungen an den verschiedenartigen Substraten 
zum Teil beobachtet, zum Teil geleugnet. Die Angabe iiber das Aziditats- 
optimum angeblich beobachteter Fermente variiert ebenso wie dice 
Angabe iiber deren Spezifitat. 

In neuerer Zeit liegen Untersuchungen von Hedin (5), Rosenbaum (6), 
Yamakawa und Okubo (9), Stephan und Wohl (10), Stepphuhn, Utkin-Lju- 
bowzow (1) (12), Yokota, Okubo und Kuhei (7), Fuchs und Mitarbeitern (13) 
und anderen vor, die hier nur genannt sein sollen. 

Auf die einzelnen Arbeiten wird bei den einzelnen Abschnitten 
der vorliegenden Untersuchungen naher eingegangen. Auch die 
neueren Versuche sind in ihren Ergebnissen widersprechend, lassen 
aber doch immerhin das Vorhandensein von Proteinasen im normalen 
Serum erkennen. 

Auf Grund der vorliegenden Untersuchungen unter Anwendung 
der Nephelometrie sind wir der Ansicht, daB die Verhaltnisse im nor- 
malen Serum viel einfacher sind, als das Studium der Literatur ver- 
muten laBt. Die benutzte Methode erméglichte es einmal, so kleine 
_Fermentmengen zu messen, wie sie in Serumverdiinnungen vorhanden 
sind, und machte es weiter méglich, die Wirkung von Serumproteinasen 
auf das SerumeiweiB von derjenigen auf zugesetzte Substrate zu trennen. 
Die Untersuchungen fiihrten uns zunachst dazu, das Vorhandensein 
von Kathepsin, der in jeder Zelle vorhandenen tierischen Gewebspro- 
teinase, mit Sicherheit auch im Serum nachzuweisen. Dies gilt fiir 
Pferdeserum wie fiir Kaninchenserum. Das Verhalten des Serum- 
Kathepsins gegen Aktivatoren konnte verfolgt werden. Die friheren 
Befunde, daB Kathepsin nur aktivierbar ist, wenn Gelatine als Substrat 
vorliegt, wurden bestatigt. 

Weiter zeigte sich, daB im Serum echtes Trypsin in groBen Mengen 
vorhanden ist, das durch Bindung an die SerumeiweiBkérper an sich 
nicht in Erscheinung tritt, sondern erst durch bestimmte Kunstgriffe 
gewonnen werden kann. Wir kniipften hier an die Arbeiten von 
Stepphuhn, Utkin-Ljubowzow (1) an. 
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Der Aufklirung dieser Verhaltnisse dient der griéBte Teil der vor- 
liegenden Untersuchungen. Sie lassen erkennen, warum mitunter 
bei 4uBeren Eingriffen, wie Fallungsreaktionen, Proteinasen im Serum 
heobachtet wurden und welche Ursache zu der Annahme von Anti- 
fermenten fihrte. Unserer Ansicht nach gibt es keine spezielle Anti- 
proteinasen, sondern die Antiproteinase des Serums ist das SerumeiweiB, 
das Trypsin bindet, ohne durch dasselbe gespalten zu werden. Wir 
konnten das Serum-Trypsin praparativ gewinnen und die Ferment- 
verhaltnisse des Serums durch kiinstliche Fermentmischung nach- 
ihmend reproduzieren. 


B. Untersuchungen iiber die proteolytischen Fermente des Serums 
verschiedener Tierarten. 


I. Gewinnung des Enzymmaterials und Methodik. 


Im folgenden sei kurz die Gewinnung des Serums, das zu den Ferment- 
versuchen diente, angegeben. Es war notwendig, besonders darauf zu 
achten, daB das Serum méglichst ohne einen merkbaren Zerfall von Blut- 
zellen gewonnen wurde, um jedes Freiwerden von Zellfermenten zu _ ver- 
hindern. So wurde stets das Blut unmittelbar nach der Gewinnung aus dem 
Organismus verarbeitet. Es wurde unmittelbar in Zentrifugenbechern aut- 
gefangen, um jedes UmgieBen sowie jede unnétige Bewegung zu vermeiden. 
Auch wurde nach der Gerinnung niemals der Blutkuchen durch sogenanntes 
..Abstechen“ gelést oder tiberhaupt irgendwie beriihrt. Die Gewinnungs- 
methode des Serums bestand allein im Zentrifugieren des nach Méglichkeit 
ohne weitere Beriihrung aufgefangenen nativen Blutes. Die Technik ge- 
staltet sich im einzelnen wie folgt : 


Gewinnung des Enzymmaterials. 


Zur Gewinnung von Pferdeblutserum wurde das Blut ven Schlacht- 
tieren in Zentrifugenbechern aufgefangen und nach dem Gerinnen etwa 
20 Minuten lang zentrifugiert. Dann wurde vom Blutkuchen abgegossen, 
nochmals zentrifugiert (15 Minuten), wiederum abgegossen und 15 Minuten 
zentrifugiert. Man erhalt so ein klares, rein gelbes und blutkérperfreies 
serum. Die Blutentnahme beim Kaninchen geschah in bekannter Weise 
aus der Ohrvene nach Xylolreizung. Das Blut wurde ebenfalls in Zentrifugen- 
bechern aufgefangen und in gleicher Weise wie oben zentrifugiert. Die so 
gewonnenen Seren wurden meist frisch verarbeitet. Das Pferdeserum stand 
ofter einige Tage im Eisschrank. 

Es sei noch die fraktionierte Serum-EiweiBfallung nach Hedin beschrieben, 
da die EiweiSfraktionen gewissermaBen ein neues Enzymmaterial darstellen : 
100 cem Serum werden mit 20 g¢ Ammonsultat versetzt (ein Drittel Satti- 
gung). Der Niederschlag wird abzentrifugiert die Restlésung auf- 
bewahrt — und durch Zugabe von 100 cem Wasser gelést. Zu dieser Lésung 
werden wiederum 20 g Salz gegeben, der Niederschlag wird abzentrifugiert 
Restlésung wird verworfen —, in 100 cem Wasser gelést und das Fallungs- 
verfahren noch zweimal wiederholt. SchlieBlich wird der Niederschlag 
Globulin) mit médglichst wenig Wasser gegen flieBendes Leitungswasser 
dialysiert, bis die Fliissigkeit mit Bariumchlorid keinen Niederschlag mehr 
gibt. Nach 3 Tagen war meistens die Globulinsuspension salzfrei. Die 
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Restlésung vom ersten Globulinniederschlag (etwa 100 ccm), wird durch 
Zugabe von 10g Ammonsulfat auf Halbsaéttigung gebracht. Der Niede: 
schlag wird verworfen und das Zentrifugat durch langsamen Zusatz vo. 
Ammonsulfat (etwa 30 g) allmahlich gesattigt. Der so erhaltene Albumin 
niederschlag wird zentrifugiert und dialysiert wie oben. Das Albumi: 
wird mit Wasser auf 50 ccm aufgefiillt ; es bildet eine griingelbe Lésung. Dic 
Globulinsuspension wird mit wenig n/10 NaOQu schwach alkalisch gemacht 
und mit Wasser ebenfalls auf 50 ccm aufgefiillt. Das Globulin geht zun 
groBten Teil in Lésung, die Fliissigkeit bleibt milchig triibe. 

Die zu den Versuchen benutzten Seren waren Mischseren, d.h. six 
wurden aus dem Blut verschiedener Tiere gewonnen und miteinande: 
vermischt. Die Fraktionen (Globulin, Albumin) werden nach den Seren 
benannt, aus denen sie gewonnen wurden, z. B. Globulinfraktion aus Pferce 
serum V, oder Albuminfraktion aus Kaninchenserum III. 

Hinsichtlich der Methodik sei auf die Arbeit ,, Uber die proteolytischen 
Fermente der wei8en Blutkérperchen verschiedener Tierarten™ von H. Klein 
mann u. G. Scharr (2) verwiesen, in der die Methodik genau dargestellt 
worden ist. 

Es sei hier nur noch einmal zusammenfassend gesagt, daB fiir die Unte: 
suchung des Kathepsins genau die gleiche Methode sowie auch die gleichen 
Substrate wie Casein, Gelatine, Edestin und das Fermenteigeneiweil 
selbst -- es ist in diesem Falle das Serum — untersucht wurden. Als Ferment 
lésung, die zur Spaltung der Substrate diente, wurde das untersuchte Serum 
angewandt. Es war naturgeméS8 notwendig, solche Verdiinnungen des 
Serums anzuwenden, daB der EiweiBgehalt des Serums, die Messung des 
eigentlichen SubstrateiweiBes nicht stérte. Hierauf ist in Abschnitt B, | 
der zitierten Arbeit hingewiesen worden. 

Zur Untersuchung des Trypsins diente, wie ausfiihrlich beschrieben 
werden wird, die Methode der Caseinfallung im Serum, die ebenfalls in 
der genannten Arbeit unter B, I genauer beschrieben worden ist. 


Il. Optimum-py-Kurven nativen Serums gegen verschiedene Substrate. 


Die Untersuchung begann zunachst mit der einfachen Beob- 
achtung, ob natives Serum imstande ist, zugesetzte EiweiBsubstrate 
‘zu spalten. Dann wurde zunichst die Form der Optimum-py-Kurven 
dieser Spaltung zur Charakterisierung der vorhandenen Fermentarten 
festgelegt. 


1. Optimum-py-Kurven von Serum gegen Casein als Substrat. 


Nach der Ansicht Abderhaldens (3) kann ein Serum erst dann Casein 
abbauen, wenn dem betreffenden Tier vorher Casein injiziert wurde. Diese 
Angabe soll in gleicher Weise fiir andere Substrate Geltung haben. Eine 
Ausnahme soll das Meerschweinchen machen, da hier diejenigen Fermente 
die bei anderen Tieren erst auftreten, wenn art- oder blutfremde Proteine 
(oder Peptone) in die Blutbahn gelangen, bereits vorhanden sind. Nach 
Flatow (4) wird dagegen Casein von jedem Normalserum (Mensch) bei 
schwach saurer Reaktion abgebaut. (Methodik: Dialyse und N-Bestimmung 
im Dialysat.) Hedin (5) untersucht Pferde- und Rinderserum. Er findet 
bei schwach alkalischer Reaktion keine oder nur geringe Spaltwerte 
(Methodik: Fallung mit Gerbsaéure und Titration der gebildeten NH,-Grupper 
im Filtrat.) Rosenbaum (6) wiederum findet bei Untersuchungen iibe! 








\byv 
ch 
an 
Das 
und 
leic] 
gek 
Nac 
ser 
Me 
yon 


var 
sere 


schi 


noc 
Chi 
geh 
her 
Cas 
arb 
wul 
ech 


Fla 
clie 

das 
dafi 
har 
ubi 
vor 


suc 


nin 
Wi 








lure ih 
eder 
Vol 
Mmidti 
mitt 
Dik 
acht 
Zun 


Slt 
nder 
erel 


rae 


chen 
if aD 
tellt 


ite! 
chen 
wel) 
ent 
Tur 
des 
des 


20b- 

rate 
‘ven 
rten 


sein 
ese 
Sine 
nte 
eine 
rach 
bei 
ung 
idet 
rte 
pen 
iber 








Tierische Gewebsproteasen. TX. 149 


\bwehrfermente, dafs Serum nicht vorbehandelter Kaninchen Casein bei 
chwach alkalischer Reaktion abbbaut. (Amino-N-Bestimmung nach 
an Slyke.) Ebenso behaupten eine Caseinspaltung Okubo und Kuhei (7). 
Das Optimum der Caseinspaltung durch Serum von Mensch, Hund, Schwein 
und Meerschweinchen soll bei px 7 liegen. Casein wird von diesen Seren am 
leichtesten abgebaut, weniger gut wird gekochtes Serum, am schlechtesten 
vekochtes HithnereiweiB angegriffen. (Amino-N-Bestimmung nach van Slyke.) 
Nach Stepphuhn, Utkin-Ljubowzow (1) erfolgt Caseinspaltung durch natives 
Serum von Kaninchen und Meerschweinchen optimal bei py 2,5 bis 2,7. 
Methodik: Bestimmung von Gesamt-N im Ansatz, danach Bestimmung 
von Rest-N vor und nach der Spaltung. ) 


Wir untersuchten zunachst die Wirkung von Serum avf Casein bei 
variierter Aziditat und verwandten sowohl Pferde- wie auch Kaninchen- 
sera. Die Versuche 1 und 2, von denen Versuch 2 durch Abb. 1 veran- 
schaulicht wird, zeigen die Caseinspaltung durch Pferdeserum. Es sei 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Caseinspaltung durch Pferdeserum (1:5). Caseinspaltung durch Kaninchenserum (1 : 5). 


noch einmal betont, daB durch die Spezifitaét der Caseintriibung durch 
Chinidin allein der Abbau des Caseins erfaBt wird, wihrend eine daneben- 
yehende Autolyse des Ferments, d. h. Serumeiweifes, aus der Messung 
herausfallt. Die Abbildung zeigt die typische Kathepsinkurve von 
Casein, tiber die in vorangehenden Arbeiten von Aleinmann und Mit- 
arbeitern ,,Uber tierische Gewebsproteasen I bis VIII‘ hingewiesen 
wurde. Es ist also kein Zweifel dariiber, daB8 im Serum yom Pferde 
echtes Kathepsin vorhanden ist. 

Unser Befund deckt sich eigentlich nur mit der Angabe von 
Flatow (4), wihrend die Angaben von Stepphuhn, Utkin-Ljubowzow (1), 
die wir sonst im Laufe der Arbeit durchaus bestatigen konnten, 
das Optimum etwas zu stark nach der sauren Seite darstellen, so 
daB nach diesen scheinbar ein Pepsin vorhanden sein konnte. Es 
handelte sich aber zweifcllos um das in allen Organextrakten beobachtete 
ubiquitire Kathepsin. Bei unserer Versuchsordnung ist keine Spur 
von Trypsin im Serum nachzuweisen. Das gleiche gilt fiir Unter- 
suchungen mit Kaninchenseren. 

Versuch 3, Abb. 2, zeigt starke katheptische Wirkung von Ka- 


ninchenserum gegen Casein, dagegen keine Spur einer tryptischen 
Wirkung. 
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2. Optimum-pu-Kurven gegen Serumeiweif als Substrat. 


Die katheptische Natur des Serumferments wurde weiter an de: 
Spaltung des Serumeigeneiweibes, d.h. also durch Autolyse, gepriift 

Auch hier widersprechen sich die Literaturangaben. Nach Jobliny 
und Petersen (8) autolysiert natives Serum nicht oder nur sehr wenig 
(Methodik: Verfolgung der Autolyse beim px des Serums, Messung von 
Rest-N im enteiweiBten Ansatz.) Yamakawa und Okubo (9) sowie Okulh: 
und Kuhei (7) behaupten, daB die Serumautolyse meistens gehemmt ist 
Sie kann aber ausgelést bzw. verstarkt werden durch Schiitteln des Serums 
mit organischen Stoffen. (Methodik: Autolyse beim pu des Serums. NH, 
Bestimmung nach van Slyke.) Stepphuhn und Utkin-Ljubowzow (1) dagege1 
zeigten, daB das Optimum der Serumautolyse im sauren Milieu liegt. Es 
wird von ihnen betont, daB hier die wirksame Proteinase durch Anti 
trypsin nicht gehemmt ist. Die Spaltwerte (Rest-N-Bestimmung) sind 
allerdings sehr gering. 


Unsere eigenen Versuche ergaben in Ubereinstimmung mit Stepp- 
huhn, Utkin-Ljubowzow das Vorhandensein echten Kathepsins, auch 
bei der Anwendung der Autolyse. Dic 














a Versuche 4 und 5, Abb. 3 zeigen di 
Ng typische, katheptische Serumeiweil3- 
© 9 Firb 27 spaltung mit dem optimalen Pu von 
Ss Breis heicd etwa 4. Die Spaltung ist gemaB der 
g As GréBenordnung unserer Mikromethode 
7o-a ss 28 @yy sehr deutlich und véllig einwandfrei, da- 


Abb. 3. gegen ist keine Spur Trypsinwirkung 

Pferdeserum - Eigeneiweifspaltung. nachweisbar. Zusammenfassend laBt sich 

also sagen, daB sowohl gegen Casein als 

auch gegen SernmeiweiB katheptische Spaltung durch Serum zu be- 

obachten ist. Eine tryptische Spaltung ist bei Anwendung nativen 
Serums in dieser Form niemals zu beobachten. 


Ill. Verteilung der Proteinasen auf die verschiedenen Serum-EiweiBfraktionen. 


Der folgende Abschnitt befaBt sich mit der Frage, an welche 
Gruppe der Serum-EiweiBkérper das Kathepsin oder, wie wir sehen 
werden, andere Proteinasen gebunden sind. 

Diese Versuche erhalten ihre Bedeutung erst in Verbindung mit 
den folgenden Abschnitten und seien hier zunadchst rein beschreibend 
vorweggenommen. Sie kniipfen an Versuche von Hedin (5) iiber Frak- 
tionierungen des Serumeiweibes an. 


Durch Aussalzen der EiweiSkérper des Serums erhielt Hedin eine Globulin 
und eine Albuminfraktion. Das Globulin enthielt ,,primare“* und ,,sekundare ° 
Protease, d. h. es spaltete Casein (primaére Protease) und Pepton (sekundar 
Protease) bei schwach alkalischer Reaktion. Das Albumin wirkte nur aut 
Pepton und enthielt auBerdem Substanzen, welche die Wirkung des Pan- 
kreastrypsins sowie die der primaren Protease (Globulinfraktion) hemmen. 
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Wir gewannen genau nach der Vorschrift von Hedin Globulin- und Albumin- 
fraktionen aus Perde- und Kaninchenserum. Die Technik der Gewinnung 
ist im Abschnitt B, I beschrieben worden. Das mit Ammonsulfat gefiillte 
und durch Dialyse salzfrei gewonnene Globulin wurde annahernd quantitativ 
in schwachem Alkali gelést. Das Albumin wurde ebenfalls durch Dialyse 
von den Salzen befreit und in wasseriger Lésung rein erhalten. Beide 
Losungen wurden auf die Halfte des Volumens der urspriinglichen Ausgangs- 
lésung des verarbeiteten Serums gebracht. Hierbei wurde die verminderte 
EiweiBkonzentration der Teilfraktion beriicksichtigt. Die Lésung wurde 
genau so weiter behandelt wie Serum (vergleiche den vorgehenden Abschnitt ). 
Es wurden mit den Lésungen der EiweiB8fraktionen als Fermentlésungen 
sowohl Caseinspaltung wie EigeneiweiBspaltung (d.h. Autolyse) angestellt. 
Zunachst seien die Versuche mit Pferdeserum besprochen. 


1. Versuche mit Pferdeserum. 

a) Versuche mit der Globulinfraktion. Der Versuch 6 zeigt 
ebenso wie der Versuch 7 eine Spaltung von Casein durch eine 
Globulinlésung aus Pferdeserum. Die Abb. 4, die den Versuch 7 
wiedergibt, zeigt nun das auBerst iiberraschende Ergebnis, daB cine 
Kurve mit einem deutlichen Optimum bei einem py zwischen 6 und 7 
erhalten wird. Diese Kurve unterscheidet sich wesentlich von der in 
Abb. 1 durch natives Serum erhaltenen Kathepsinkurve. Bei py 3 ist 
iiberhaupt keine Spaltung, bei py 5 ein nur geringer EiweiBumsatz 
zu sehen. Die Kurve sieht eher wie eine rein tryptische Wirkung aus, 
mit der Kinschrankung, dab das 
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Abb. 4. Abb. 5. 
Caseinspaltung durch Globulin aus Eigeneiweifspaltung des Globulins aus 
Pferdeserum VI. Pferdeserum VI. 


Die Beobachtung war fiir uns zunachst noch befremdender, als, wie 
Versuch 8, Abb. 5 zeigt, die gleiche Globulinlésung, autolytisch gepriift, 
die normale Kurve des Kathepsins voéllig gleich mit nativem Serum 
wiedergab. 

Die Versuche 9 und 10, die die Albuminfraktion des Serums auf 
ihre fermentative Wirkung gegen Casein und Eigeneiwei priifen, 
zeigen, daB in der Albuminfraktion keinerlei Proteinasenwirkung zu 
beobachten war. Alle Proteinasen miissen also an dem Globulinteil des 
SerumeiweiBes hangen bzw. bei der Fallung von ihm gebunden werden. 
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2. Versuche mit Kaninchenserum. 
Die gleichen Versuche wie mit Pferdeserum wurden nun auch mit 
Kaninchenserum angestellt. 
a) Versuche mit der Globulinfraktion zeigen das gleiche iber- 
raschende Ergebnis wie die Versuche mit Pferdeserum. Die Lésung 
des Globulins zeigt nicht mehr die zu 














; ~ yr erwartende katheptische Wirkung, sondern 
Na TON +] gibt eine Kurve, deren Optimum bei etwa 
Na pt —— 5 pu 7 gelegen ist. 
Sy} b) Versuche mit der Albuminfraktion 
& o} puma zeigen in Ubereinstimmung mit den Ver- 
i “7# suchen an Pferdealbumin, sowohl] gegen 
ne Casein als Substrat (Versuch 12), als auch 
| pep yn Bsc thony a autolytisch (Versuch 13), daB die Albumin- 


fraktion proteinasenfrei ist. 
Wie die eigenartige Anderung der Spaltungskurven gegen Casein 
zu deuten ist, wenn anstatt nativen Serums in der Lésung ausgefallenes 
Serumglobulin benutzt wird, werden die folgenden Abschnitte aufklaren. 


IV. Uber den Einflu8 des Zusatzes von FettlésungsmittelIn zum Serum auf 
die Serumproteinasen. 


Die im vorangehenden Abschnitt besprochene Anderung des 
Fermentcharakters durch eine FallungsmaBnahme ist in der Literatur 
nicht unbekannt. Es ist immer wieder behauptet worden, daB be- 
stimmte Fermente im Serum erst auftreten, wenn das Serum von auBen 
her irgendeinen Eingriff erfahren hat. Diese Beobachtung ist auch der 
Grund gewesen, der zur Annahme sogenannter Antiproteinasen gefiihrt 
hat. Man glaubt nun diese Antiproteinasen durch duBere Einwirkungen 
auf das Serum ausschalten zu kénnen. Man hat sogar den Charakter 
der Antiproteinasen als Lipoide dadurch zu erkennen geglaubt, da man 
durch Behandlung des Serums mit Fettlésungsmitteln Anderungen 
seines proteolytischen Verhaltens beobachtete. Zum Teil aber wurde 
diese Beobachtung wiederum als eine Beeinflussung des kolloidalen 
Zustandes der SerumeiweiBteilchen gedeutet. 

Jobling und Petersen (8) machten Fettséuren und deren  Lipoid- 
verbindungen fiir eine Proteasenhemmung verantwortlich. Wurden diese 
Lipoide durch Schiitteln oder Extraktion mit Ather oder Chloroform aus 
dem Serum entfernt, so traten auch dessen proteolytische Eigenschaften 
hervor. (Autolyse und Caseinspaltung bei schwach saurer, neutraler und 
schwach alkalischer Reaktion.) R. Stephan und E£. Wohl (10) und 
M.Schierge (11) halten die Hemmung fiir eine Oberflachenwirkung der 
SerumeiweiBteilchen. Mit der Veranderung der Serumstruktur durch 
Erhitzen auf 55 bis 56°, Chloroformbehandlung oder Alkoholfallung ver- 
schwindet auch die hemmende Wirkung. (Abbau von Fibrin und Casein 
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i schwach alkalischer Reaktion.) An der urspriinglichen Auffassung von 
\ntitrypsin halten Stepphuhn, Utkin-Ljubowzow (12) test. Sie konnten 
\ntitrypsin an kolloidales Eisenhydroxyd adsorbieren und mit alkalischen 
Fliissigkeiten eluieren. Die Eluate zeigten hohe antitryptische Eigenschaften 
und sehr geringen N-Gehalt. Verfasser schlieSen hieraus, daB Antitrypsin 
nicht mit den Serumproteinen identifiziert werden kann. 

Zur Beseitigung der hemmenden Wirkung trennte Hedin Serum durch 
\ussalzen in eine proteolytisch wirksame Globulin- und in eine antitryptische 
Albuminfraktion. Schiitteln von Serum mit Chloroform aktivierte Casein- 
spaltung nur bei Rinderserum, nicht bei Pferdeserum. Ather war bei beiden 
lierarten wirksam. Okubo und Kuhei (7) und Yamakawa (9) konnten 
Autolyse und Caseinspaltung des Serums durch Schiitteln mit Aceton, 
Phenolderivaten und Chloroform und durch Erhitzen auf 55 bis 56° aus- 
j6sen und vermehren, wobei allerdings die Protease geschadigt wurde. H..J/. 
Fuchs und Mitarbeiter (13) finden, daB die Chloroformbehandiung des 
Serums ohne Einflu8 auf die fermentativen Vorgange ist. Nach halb- 
stiindigem Erhitzen auf 56° dagegen hat Serum sein Abbauvermégen gegen 
Fibrin verloren. 

Im folgenden wird geprift, ob Autolyse und Caseinspaltung von 
Pferde- und Kaninchenserum durch Schiitteln mit Chloroform, 'Toluol 
und Ather beeinfluBt werden. Es wird auBerdem nach der Vorschrift 
von Schierge durch Alkoholfallung ein Serumtrockenpulver hergestellt 
und dieses gegen Casein gepriift. 


1. Versuche mit Pferdeserum. 


Zunachst wurde der EinfluB der Behandlung des Serums mit Fett- 
l6sungsmitteln auf seine fermentative Wirkung gegeniiber Casein 
gepruft. Und zwar wurde je ein Volumen Serum mit einem gleichen 
Volumen Chloroform, Ather oder Toluol 
geschiittelt. Die Schiittelzeiten waren | nach Scher mi | 

. : . ¥ ¢ - loroform 
hierbei verschieden. So wurde z. B. - _ Oheroform 

: : i 4 ; LX ach Sohitteln mip | 
im Versuch 14 das Serum mit einem §& , ww, _— Aether 


° , . . = =r . nach Schiitheln mit 
gleichen Volumen der Lipoidlésungs- & ea, 


mittel je 2 Stunden im Schiittelapparat = | at ee 

geschiittelt. Nach Abtrennung der 23 | 

Lipoidlésungsmittel durch  Zentri- 

fugieren und Filtrieren wurden die Caseinspaltung durch Pferdeserum, 
: * a vor und nach Schiitte!n mit Chloro- 

behandelten Sera als Fermentlésungen form, Ather und Toluol. 

vegen Casein angesetzt und mit einem 








Ansatz von unbehandeltem nativem Serum verglichen. Die Versuche 14 
und 15 zeigen (vgl. Abb. 7), daB die katheptische Serumwirkung (eine tryp- 
tische ist ja iberhaupt nicht vorhanden) durch die Vorbehandlung prak- 
tisch nicht beeinfluBt wird. Eher zeigen die behandelten Sera geringere 


Fermentwirkung als das unbehandelte Serum: doch gehen die Unter- 
schiede kaum iiber die Fehlergrenze der Methode hinaus, so daB prak- 
tisch nicht von irgendeiner Wirkung der Behandlung gesprochen werden 
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kann. Das gleiche gilt, wenn nicht Casein, sondern das Eigeneiweil 
als Substrat angewendet wird. Versuch 16, Abb. 8 zeigt auch hier das 
Fehlen jeder irgendwie nennenswerten Wirkung der Lipoidlésungsmitte! 

AuBer der Behandlung mit Fettlésungsmitteln wurde auch de) 
Versuch gemacht, Serumproteasen gewissermaBen frei zu machen, inden 
nach der Vorschrift von Schierge (11) durch Alkoholfallung ein Serum 
trockenpulver hergestellt und gegen Casein gepriift wurde. Schiery 
hatte beobachtet, daB dieses Pulver gegen Casein, Fibrin und Pepton 
wirksam ist, behauptete aber, daB die Reaktion im schwach alkalischen 
Milieu optimal vor sich geht. 
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Abb 8. Abb. 9. 
Eigeneiweifspaltung von Pferdeserum, Caseinspaltung durch Extrakte aus Pferde- 
vor und nach Schiitteln mit Chloroform, serumtrockenpulver. 


Ather und Toluol 


Wir stellten ebenfalls durch Alkoholfallung ein Serumtrocken. 
pulver dar. Die genaue Technik wird im Protokoll des Versuchs 17 
gegeben. Kin Teil Trockenpulver wurde mit neutralem Glycerin, ein 
anderer mit physiologischer Kochsalzlésung extrahiert. Die Extrakte 
wurden gegen Casein gepriift. Die Abb. 9, Versuch 17, zeigt, daB die 
Extrakte wirksam waren, aber allein das bekannte Kathepsin enthielten 
Hieraus geht hervor, da Alkoholfallung und Trocknen des Serums 
das Ferment zwar nicht unwirksam machen, doch daB andere Fermente 
als das Kathepsin durch diese Behandlung nicht in Erscheinung treten 


2. Versuche 
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Caseinspaltung durch Kaninchenserum, vor und nach 2 — 
Schiitteln mit Chloroform, Ather und Toluol. nicht beeinfluBte. 
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V. Verhalten der Serumproteinasen gegen Adsorptionsmittel. 


Die in dem Abschnitt ITI beobachtete Erscheinung, daB die Lé- 
sungen ausgeflockten Serumglobulins sich fermentativ andersartig 
verhielten als das native Serum, legte den Gedanken nahe, daB infolge 
der Flockung des Globulins Adsorptionsvorginge eine Rolle spielen 
miiBbten. 


Es wurde daher versucht, in Anlehnung an die Arbeiten von Wald- 
schmidt-Leitz und Deutsch (14) und H. Kleinmann und Mitarbeiter (15), aus 
dem Serum durch Kaolinadsorption ein Ferment zu isolieren, oder das 
fermentative Verhalten des Serums zu beeinflussen. Es konnte jedoch, 
wie vorwegzunehmen ist, durch Kaolin weder ein Ferment adsorbiert, 
noch die Proteasewirkung des Serums irgendwie beeinfluBt werden. Es 
sei hier angefiihrt, daB nach Friedberger (16) Kaolin, sowie Talkum und 
Aluminiumhydroxyd dem Serum hemmende Substanzen entziehen sollen. 
Stepphuhn, Utkin-Ljubowzow (12) konnten aus Serumalbumin  mittels 
kolloidalem Eisenhydroxyd Antitrypsin adsorbieren und dieses mit alkali- 
schen Fliissigkeiten eluieren. Stark wirksame Fermentlésungen erhielten 
diese Verfasser, wenn sie im Serum einen Caseinniederschlag erzeugten, 
das Casein abzentrifugierten, wieder lésten und diese Lésung zu Spalt- 
anséitzen benutzten. Das Optimum der Spaltung lag bei px 6.7 bis 7,1. 
Fast die gleiche Technik benutzt Waldschmidt-Leitz (17) zur Adsorption 
von Trypsinkinase aus Pankreasglycerinextrakten. 





Wir gingen daher auch der Fermentadsorption durch Ausflockung 
des Caseins nach und konnten zunachst die Beobachtungen von 
Stepphuhn, Utkin-Liubowzow bestatigen!. Durch weiteren Verfolg der 
Erscheinungen konnten wir aber nachweisen, daB durch die Casein- | 
adsorption echtes Trypsin dem Serum entzogen wird. Dieses ist an die 
SerumeiweiBkérper gebunden, ist aber, da es dieselben nicht zu spalten 
vermag, nicht nachzuweisen. Erst nach Ablenkung des Ferments an 
das Casein und Abtrennung der Caseinfermentverbindung laBt es sich 
identifizieren. Der Beweis hierfiir wird in den weiteren Abschnitten 
gegeben werden. Doch sei die Erklarung zum besseren Verstandnis 
der Untersuchungen des folgenden Abschnitts vorweggenommen. 


1. Adsorption mit Kaolin. 


GemaB den Versuchen mit Organproteasen, die aus Organextrakten 
an Kaolin absorbierbar und durch schwache Alkalien zweifellos eluierbar 
waren (vgl. die Arbeit iiber Gewebsproteasen I bis VIII), wurde mit 
gleicher Technik Serum behandelt, und zwar wurde die Adsorption 
zweimal vorgenommen. Es wurden sowohl die Restlésung wie auch das 
Eluat an Casein gepriift. Die genaue Technik des Versuchs ist in dem 
Protokoll des Versuchs 19 gegeben. 


' Vgl. hierzu die wahrend der Drucklegung dieser Arbeit erschienene 
Mitteilung von L.G. Montani, Diagnostica e Tecnica Labor 38. 22, 1932. 
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Der Versuch 19, der durch Abb. 11 wiedergegeben wird, zeigt, dat} 
die Restlésung nach zweimaliger Adsorption noch deutlich Kathepsin 
enthalt. Serum verhalt sich also anders als Glycerinextrakte aus 
Organen. Jn diesen war es moéglich (s. Untersuchungen iiber tierisch« 
Gewebsproteasen I bis VIII), das Kathepsin durch Kaolin zu adsor- 
bieren. Doch waren sie sicherlich viel eiweiBarmer als Serum. 






















40 
e @ 
& J ; et 
S Coseinspaltung NX | 
20 He autolytische 
5 Seatung so 
Cw + + | 
ee ] 
S | | 
= + — J 
“sr”? 2 @ Ff ome oe 2 8 
Abb. 11. Abb. 12. 
Caseinspaltung ynd Autolyse Spaltkurve einer Caseinadsorption 
von Pferdeserum nach Kaolin- aus Pferdeserum nach Kaolin- 
behandlung. behandlung. 


Ebenso konnte aus der Restlésung durch Ausfallung von Casein, 
wie Abb. 12 zeigt, noch ein bei py 7 optimal wirkendes Ferment ge- 
wonnen werden. 

In Ubereinstimmung mit diesen Versuchen zeigt Versuch 19, 3, 
daB im Eluat kein Ferment vorhanden ist. Es lieBen sich also Proteinasen 
durch Kaolin aus Serum nicht adsorbieren. 

Ein véllig analoges Bild zeigt Versuch 20 bei Anwendung von 
Kaninchenserum zur Kaolinadsorption. Es zeigte sich nach zweimaliger 
Kaolinadsorption die Restlésung sowohl autolytisch (20,1) als auch 
gegen Casein (20,3) katheptisch wirksam. Sie enthielt auch ein an Casein 
adsorbierbares Ferment (20,2), wihrend die Eluate aus den Adsorptionen 
proteolytisch unwirksam waren. 


2. Adsorptionen mit Casein. 


Zu ganz anderen Resultaten kam man, wenn man statt Kaolin 
Casein als Adsorbens anwendet. Und zwar wird, wie in der voran- 
gehenden Mitteilung VIII unter B, 1 beschrieben, dem Serum Casein- 
losung zugesetzt und dann das Casein zur Ausfallung gebracht. Das 
ausgeflockte Casein wird abgetrennt, gewaschen und dann gewisser- 
maBen autolytisch untersucht, d.h. es wird bei variierter Aziditat 
von dem adsorbierten Serumferment gespalten. 


Die Versuche 21] und 22 geben derartige Spaltungen mit variierten 
Serummengen. Es zeigt sich eine optimale Spaltung bei px 6 bis 7. 
wie Abb. 13, die die Versuche 21 bis 22 darstellt, veranschaulicht: 
es ergibt sich somit, daB die Aziditaéts-Optimumkurve keineswegs ein 
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katheptisches Ferment erkennen laBt. Weiter zeigt sie, dafS die ad- 
sorbierte Fermentmenge von der angewandten Serummenge abhangig ist. 
In dem Versuch 23 wird diese Erscheinung genauer verfolgt. Es 
wird zunachst ein Pferdeserum gegen Casein (Versuch 23,1) und auto- 
lytisch (Versuch 23,2) ausgewertet. Dann wird in dem Serum eine 
Caseinfallung angestellt (Versuch 23, 3), und schlieBlich wird die Rest- 
lésung von der Caseinadsorption noch- 60 aamnerngs 
mals, mit Beriicksichtigung der Ver- same sol a 
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Das Schaubild des Versuchs 23 zeigt, 
daB durch das Casein wiederum ein Fer- ‘inns a 
é m o. 
ment adsorbiert wurde, das das Casein Caseinspaltung nach Casein- 
adsorption aus 10 und 20 cem 
Pferdeserum. 


optimal bei py 6 bis 7 spaltete und kein 
katheptisches Geprige zeigte. Das 
Kathepsin der Restlésung ist, im Vergleich zum Kathepsin des 
Serums, nach der Adsorption kaum nennenswert geandert. 

Ein vollkommen analoges Bild gibt die Caseinadsorption aus 
Kaninchenserum (Versuch 24). Auch hier ist wieder eine pg-Optimum- 
kurve mit einem sehr starken Optimum bei pa 7 zu beobachten. 

Es lag nun zunachst der Gedanke nahe, daB bei dem Vorgang 
der Fallung das Casein irgendwie' verandert wird, so da es unter der 
Einwirkung des Kathepsins eine Spaltkurve liefert, die sich von der 
Kurve ungefillten Caseins unterscheidet. Es wurde daher in Versuch 25 
Casein gelést und gefallt. Dieses Casein wurde dann wiederum gelost 
und durch das Kathepsin eines Tumorextraktes gespalten. Es zeigte 
die normale Kathepsinkurve. Es konnte also eine Anderung des Caseins 
durch den Fallungsvorgang ausgeschlossen werden. 


3. Adsorptionen durch Edestin. 


Im folgenden wurden analoge Versuche wie mit Casein auch mit 
Edestin vorgenommen. 

Versuch 26 mit Pferdeserum, Versuch 27 mit Kaninchenserum 
zeigen, daB, wenn als Lésung Pferdeserum zugesetzt und ausgefillt 
wurde, sich kein Ferment zu adsorbieren vermochte. 


VI. Untersuchungen iiber die im Serum vorhandenen Proteinasen. 


Es war nun notwendig festzustellen, ob die bei der Caseinadsorption 
beobachteten Erscheinungen fiir die Freilegung eines zweiten Serum- 
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ferments, fiir ein Trypsin sprechen, oder ob es sich um eine Variation 
der katheptischen Wirkung handelte. 

In der Literatur ist die Frage verschiedenartiger Serumproteinase: 
nur sehr wenig diskutiert worden. 

Friihere Verfasser sprechen ganz allgemein von einem eiweiBspaltenden 
Ferment. Hedin (5) unterscheidet im Serum eine primare Protease, die 
Casein spaltet, und eine sekundare Protease, die Pepton abzubauen vermag 
beide Substrate bei schwach alkalischer Reaktion. Okubo (9) findet das 
Optimum der Caseinspaltung durch Serum bei neutraler Reaktion (px 7). 
ohne sich tiber die Art der Protease auszulassen. Nach Stepphuhn, Utkin- 
Ljubowzow (1) enthalt Serum zwei Proteasen: eine Pepsinase mit dem 
Wirkungsoptimum gegen Casein bei px 2.5 bis 2,7, und eine Tryptase, die 
im nativen Serum gehemmt ist. Sie kann an Casein adsorbiert werden; di: 
Hemmungsstoffe bleiben dann im Serum zuriick. Die Caseinspaltung nach 
Adsorption ist optimal bei pu 7, steil abfallend nach saurer, langsam ab 
fallend nach alkalischer Seite. Da das Wirkungsoptimum fiir Pankreas- 
trypsin bei pu 8«(pu 7,7 bis 8,1) liegt. glauben Verfasser nicht an seine 
Identitat mit der Serumtryptase. 

Es ergab sich fiir uns folgende Frage zu beantworten: Ist die 
Caseinspaltung, die durch Serumferment optimal bei etwa py7_ be- 
wirkt wird, einem tryptischen Ferment zuzuschreiben, das im nativen 
Serum nicht zu beobachten ist, oder handelt es sich um das bekannte 
Serumkathepsin? Es ware ja mdéglich, daB das ausfallende Casein 
durch sekundare, aus dem Serum mitgerissene Substanzen so verandert 
wird, daB es nunmehr nicht die tibliche katheptische Spaltungskurve 
zeigt. War doch von Kleinmann und Stern (17) beobachtet worden, 
da Caseinspaltung durch Kathepsin einen ganz anderen Verlauf zeigt, 
je nachdem, ob das System konzentriert ‘oder hochverdiinnt angesetzt 
wurde. Bei konzentriertem Ansatz zeigt die Caseinspaltung ein deut- 
liches Optimum bei py 4, entsprechend also der Gelatinespaltung und 
der Autolyse. In hochverdiinnten Ansitzen aber gibt Casein die hier 
so oft angefiihrten, charakteristischen Spaltungskurven mit den Optima 
bei pu 3 und 5. Es ware also sehr leicht denkbar gewesen, daB Casein 
durch Beladung mit Serumbestandteilen seine kolloidale Struktur 
so andert, daB die pxg-Optimumkurve durch Kathepsin eine andere 
Gestalt gewinnt. 

Um bei den folgenden Versuchen die Wirkung von Serumbestand- 
teilen auf eine Wirkung von Kathepsin, wie es z. B. aus Organextrakten 
gewonnen werden kann, festzustellen, war es notwendig, Serum zu 
Verfiigung zu haben, das méglichst nicht geaindert war, dabei aber selbst 
keinerlei fermentative Wirkung zeigte. Wir versuchten daher Serum 
sowie auch andere Fermentextrakte zu ,,inaktivieren**. Hierunter ver- 
stehen wir eine Ausschaltung der Fermentwirkung. Es gelang uns dies 
durch vorsichtiges Erhitzen. Serum, das etwa 4 Stunden lang bei 56 bis 
57° C erwarmt wird, zeigt keinerlei fermentative Wirkung mehr. Hierbei 
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wurde sowohl Kathepsin in itiblicher Weise, wie auch die Proteinase, 
die bei Serumfallung wirksam ist, gepriift. 

Versuch 28a bis c gibt die Technik von Seruminaktivierung, 
Versuch 28d die Inaktivierung eines Tumorextraktes, Versuch 29a die 
Darstellung von Globulin und Albumin aus nativem, inaktiviertem 
Pferdeserum, Versuch 29b die Auswertung dieser inaktiven Serum- 
fraktion. 

Versuch 30 zeigt, daB das inaktivierte Serum als Substrat gegen 
einen aktiven Kathepsinextrakt sein Verhalten nicht geandert hat. 
Die katheptische Spaltung des Globulins aus inaktivem Pferdeserum 
gibt das iibliche Kurvenbild, wie wir es von der Serum-Eigeneiweib- 
spaltung her kennen. 


Untersuchungen wiber den EinfluB der Adsorptionsvorgdnge auf die Natur 
der Proteinasen. 
a) Versuche mit Pferdeserum. 

Zunaichst wurde mit Pferdeserum gearbeitet. Es wurde der Gedanke 
verfolgt, daB das MitreiBen von Serumbestandteilen bei dem Absorptions- 
vorgang das Casein so mit Serumbestandteilen beladt, daB das Optimum 
der katheptischen Wirkung nach der alkalischen Seite gedringt wird. 
Ware dies richtig, so miiBte durch immer wieder wiederholte Adsorp- 
tionen der hypothetischen Serumbestandteile der Ausschlag der py- 
Optimumanderung vergréBert werden. Es wiirde sich also dann nur 
um die tbliche katheptische Spaltung handeln, deren Optimum durch 
immer weiter getriebene Zufiigung Von Serumbestandteilen zum Casein 
immer weiter nach der alkalischen Seite verschoben wird. 
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Um diese Verstellung zu priifen, wurde nun im Versuch 31a bis b, 
Abb. 14, ein Serum zunachst gegen Casein und autolytisch gepriift. 

Sodann wurde eine Caseinadsorption durchgefiihrt, die (Versuch 31 ¢) 
die Abb. 15 in der nun schon bekannten eigenartigen Kurve mit einem 
Optimum bei py 6 bis 7 wiedergibt. 
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Nunmehr wurde (Versuch 31d) die Caseinadsorption vierma! 
hintereinander wiederholt. Die Abb. 15 zeigt, daB die Caseinspaltung 
der viermaligen Adsorptionen nicht wesentlich anders aussieht als 
diejenige der einmaligen Adsorption. Dies spricht dagegen, daB es 
Adsorptionen von Serumbestandteilen sind, die die py-Aktivitétskury. 
eines Kathepsins beeinflussen. Doch kann ein solcher Versuch natiirlich 
nicht allein als entscheidend angesehen werden. 

Es wurde nunmehr versucht, Casein mit diesen hypothetischen 
Serumbestandteilen zu beladen und dann einer katheptischen Wirkung 
auszusetzen, um zu sehen, ob die Beladung 














a mit Serumbestandteilen die katheptisch: 
es Wirkung beeinfluBt. Zu diesem Zweck wurde 
Sw Casein in einem inaktivierten Serum, also 
S20 r~ einem Serum, das selbst keine Ferment 
, # f- | wirkung mehr zeigte, gefallt. Das ab 
ae getrennte Casein wurde dann durch einen 
ee 2 my ‘?4  Kathepsinextrakt (Tumor) gespalten. 
Spaltung Reg? Pferde- Die Abb. 16, Versuch 32a, zeigt, dal} 
serum ausgeflockten Caseins die katheptische Spaltung des Caseins da 
durch einen Kathepsinextrakt i > Lae 
(Tawor). durch, daB das Casein durch inaktiviertes 


Serum geschickt wurde, nicht beeinfluBt war 

Auch eine viermalige Fiallung inaktivierten Serums (Versuch 32b 
andert eine katheptische Spaltung kaum. 

Als Kontrolle wurde, um den EinfluB des Organextraktes, der als 
Kathepsin angewandt wurde, zu priifen, eine Caseinadserption aus 
fermenthaltigem Pferdeserum vorgenommen und inaktiver Kathepsin- 
extrakt (Versuch 28d) zu den Caseinansitzen gegeben (Versuch 324d). 
Die Kurvenform zeigte keine Abweichung. Der Zusatz von inaktivem 
Extrakt blieb also ohne EinfluB. 


b) Versuche mit Kaninchenserum. 
Die gleichen Versuche wurden nun mit Kaninchenseren durch- 
gefiihrt. 
Versuch 33a priift natives Kaninchenserum gegen Casein, Ver- 


such 33b gibt die Caseinspaltung nach Adsorption durch Caseinfallung. 


Man sieht hier, daB, je nach Anwendung verschiedener Serummengen. 
verschiedene Trypsinmengen an das Casein herangehen (s. Abb. 17). 

Versuch 33¢ zeigt, daB Zufiigung von inaktivem Kathepsinextrakt 
zum Kaninchenserum die Gestalt der Kurve des adsorbierten Caseins 
nicht andert. 

Im Versuch 33d wird nun Casein durch inaktiviertes Kaninchen- 
serum geschickt und dann durch Kathepsinextrakt gepriift. Die Abb. 1s 
gibt kein véllig klares Bild iiber die Wirkung, doch macht sie es durcli 
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die Spaltung bei px 3, sowie durch das Vermissen jeder Spaltung bei 
pu 8 und durch das Optimum bei py 5 doch anschaulich, daB es sich 
nur um eine Kathepsinkurve handelt, und da$ die Beladung mit Serum- 
bestandteilen das Casein gar nicht oder nur ganz unwesentlich beeinfluBt. 

Die vorangehenden Versuche haben somit gezeigt, daB es sich 
allem Anschein nach bei der Spaltung des im Serum ausgefillten 
Caseins nicht um eine Beeinflussung einer katheptischen Spaltung 
durch dritte Serumbestandteile handeln kann. Wenn auch durch 
Hitze inaktiviertes Serum nicht absolut nativem Serum gleichgesetzt 
werden kann und man annehmen kénnte, daB die kolloidale Struktur 
des Serums oder die Eigenschaft einzelner Serumbestandteile durch 
die Erhitzung geandert werden, so erscheint diese Erklarung doch etwas 
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Caseinspaltung nach Casein- Katheptische Spaltung § eines 
adsorption aus Kaninchen- Caseins, das einmal aus inak- 
serum. tivem Kaninegenserum  aus- 


geflockt Worden war. 


gewollt. Die Tatsache bleibt bestehen, daB Casein, das in inaktivem 
Serum gefallt wurde, nach wie vor sich gegen Kathepsin so verhalt 
wie unbehandeltes Casein. Und auch der Faillungsvorgang als solcher 
hat auf Casein keinen EinfluB. Nimmt man hinzu, daB auch eine wieder- 
holte Beladung mit Serumbestandteilen keine starkere Wirkung auf das 
Casein auszuiiben vermag als eine einmalige, so spricht dies alles zu- 
sammen dagegen, daB es eine Adsorption von Serumbestandteilen ist, 
die die normale Caseinspaltung andern kann. 

Dagegen waren alle Erscheinungen erklirt, wenn man annimmt, 
daB Casein bei der Fallung ein anderes nicht katheptisches Ferment 
aus dem Serum adsorbiert, das an sich im Serum nicht in Erscheinung 
tritt. Hierbei ist es absolut nicht notwendig, an das Bestehen eines 
nur theoretisch konstruierten Antifermentes zu denken. Es ist durchaus 
verstandlich, daB z. B. ein Trypsin, das im Serum vorhanden ist, nicht 
in Erscheinung tritt, wenn man das Serum autolytisch priift oder es als 
Fermentlésung gegeniiber Casein ansetzt. Das Trypsin ist eben an 
SerumeiweiBkérper gebunden, kann dieselben aber nicht aufspalten, 
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da Serumeiweibkérper, wie bekannt, durch Trypsin nicht spaltbar 
sind. Auch wenn man Serum als ,,Ferment*’ gegeniiber Casein ansetzt 
so ist die Caseinmenge in unseren Versuchen gegeniiber der Menge der 
SerumeiweiBkérper nicht groB genug, um eine sichtbare Ablenkung 
des Ferments vom Serumeiweif auf das Casein zu bewirken. Ganz 
anders liegen aber die Verhaltnisse, wenn Casein in gréBeren Mengen 
im Serum selbst gefallt wird. Das Ferment verteilt sich dann ent- 
sprechend seinen Affinitaten zum Teil auf die SerumeiweiSkérper, 
zum Teil auf das Casein. Es wird mit diesem zusammen ausgefiillt, 
abgetrennt und kann auf das Casein, nach Lésung desselben, einwirken 
Durch diese Voistellung wiirde sich auch erklaren, warum das Optimum 
der Caseinspaltung des gefillten Caseins nicht bei py 7 bis 8, sondern 
bei py 6 bis 7 gelegen ist. Durch die Ausfillung des Caseins wird namlich 
nicht allein Trypsin, sondern zum geringen Teil auch etwas Kathepsin 
mitgerissen. Wenn das katheptische Optimum gegen Casein bei py 5 
gelegen ist, so ergibt sich das gefundene Optimum bei py 6 bis 7, als 
Mischoptimum der geringereren katheptischen Spaltung bei py 5 und der 
tryptischen Spaltung bei py 7 bis 8. Hierbei sei aber darauf hingewiesen, 
daB gema8 den Absorptionsversuchen sowie den Adsorptionen im 
Abschnitt V, sowie aus den Versuchen im Abschnitt II hervorgeht, 
daB bei der Caseinfallung vorwiegend Trypsin mitgefallt wird. Kathepsin 
geht nur in geringem MaBe an das gefallte Trypsin heran. Dies mag 
sich aus der verschiedenen Affinitat der Fermente gegen Casein erklaren 

Diese Auffassung der Spaltungskurve des im Serum gefallten 
Caseins bedarf aber schlieBlich des endgiiltigen Beweises. Dieser Beweis 
beruht daranf, daB kiinstliche Fermentmischungen bereitet werden. 
die aus Kathepsin und Trypsin bestehen. In diesen Mischungen werden 
dann Caseinfillungen angestellt, und es muB sich zeigen, ob tatsiachlich 
gemaB der dargestellten Auffassung Spaltkurven entstehen, die den 
aus Serum gefallten Caseinkurven gleichen. 


3. Versuche mit kiinstlichen Kathepsin-Trypsingemischen. 

Zunachst wurde als Ausgangsmaterial ein Glycerinextrakt aus 
Pferdemischleucocyten verwandt. 

Dieser Leucocytenextrakt enthalt, wie die Abb. 19, Versuch 34. 1, 
zeigt, deutlich Kathepsin und Trypsin. Da ja im Pferdeleucocyten- 
extrakt keine SerumeiweiBkérper vorhanden sind, die das Trypsin 
gewissermaBen ,,larvieren‘’ kénnten, so ergibt die Spaltungskurve 
von Casein durch den Extrakt unmittelbar das Nebeneinanderbestehen 
der beiden Fermente. 

Stellt man nun nach Versuch 34, 2 in diesem natiirlichen Ferment- 
gemisch eine Caseinfallung an, so zeigt die Spaltungskurve des gefallten 
und gelésten Caseins die typische Form des im Serum gefillten Casein- 
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Die Abb. 19 zeigt, wie durch den Fallungsvorgang aus der Kurve 
nit den drei Zacken bei py 3, 6 und 8 eine Kurve mit einem einzigen 
Optimum bei py 7 entstanden ist. Dieser Versuch spricht also durchaus 
fir die Auffassung dieser letzten Kurve als eines Mischoptimums 
von geringen Kathepsin- und groBen Trypsinmengen. Der Versuch 
wird dann in einem weiteren Versuch, dei ebenfalls mit Pferdemisch- 
leucocytenextrakt angestellt wurde, bestiatigt (s. Versuch 35, 1 und 2). 

Nunmehr wurde ein Fermentextrakt untersucht, der allein Ka- 
thepsin enthielt und der zeigen soll, wie sich Kathepsin bei der Casein- 
fallung verhalt. Es wurde hierzu ein Extrakt aus Kaninchenleucocvten 
venommen, der allein Kathepsin enthalt. 
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cytenextraktes und Spaltung einer Kaninchenleucocytenextrakt, einer 
Caseinadsorption aus diesem Caseinadsorption aus diesem Extrakt 
Eytrakt. und der Restiisung von der 
: ‘ Adsorption. 


Die Abb. 20 zeigt die Wirkung des Extraktes gegen Casein. 
Ferner zeigt sie das Verhalten der Restlésung des Extraktes, nachdem 
Casein in ihm gefailt ist, sowie die Spaltungskurve des gefallten Caseins. 
Es zeigt sich, daB ein Teil des Kathepsins an das Casein herangeht, 
der gréBte Teil aber in der Restlésung zuriickbleibt. 

Auch dieser Versuch spricht fiir die vorangehend gegebene Auf- 
fassung. 

SchlieBlich wurde als letzter Beweis eine kiinstliche Mischung von 
reinem Kathepsin und Trypsin hergestellt. Versuch 37 zeigt eine 
Mischung aus Pferdeleucocyten- und Pferdelymphdriisenextrakt. Durch 
diese Mischung gelingt es, gegeniiber dem Extrakt aus Pferdeleucocyten 
allein eine ebenso starke katheptische wie tryptische Wirkung des 
Extraktes zu gewahrleisten. Abb. 21 zeigt eine ausgeprigte Kathepsin- 
neben einer ebenso deutlichen Trypsinspaltung. In dieser Ferment- 
mischung wurde nun Casein gefallt, und es ergibt sich, wie die Abb. 22 
darstellt, daB die Restlésung von der Caseinadsorption deutlich Kathepsin 
neben einem geringen Rest tryptischer Wirkung zeigt, waihrend die 
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Caseinfallung die charakteristische und oft besprochene Kurve mit den 
Optimum bei px 7 liefert. 

Durch diesen Versuch erscheint es nun erwiesen, daB im Serun 
Trypsin vorhanden ist. Dieses tritt an sich nicht in Erscheinung 
wenn Serum an sich untersucht wird. Es wird aber bei Caseinfallung 
im Serum sichtbar. Und zwar wird das Optimum des Trypsins dure} 
geringe Kathepsinmengen beeinfluBt, so daB das Optimum der Spaltung 
des gefallten Caseins etwas nach der sauren Seite hin verschoben wird 
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Caseinspaltung eines Pferdeleuco- Caseinspaltung einer Casein- 
cyten - Pferdelymphdriisenmisch- adsorption aus dem Mischextrakt 
extraktes. und Caseinspaltung der Restlisung 


von der Adsorption. 


VII. Aktivierbarkeit der Serumproteinasen. 
1. Kathepsin durch H,S und HCN. 


In diesem Abschnitt wird versucht, das Serumkathepsin durch 
H,S und HCN zuaktivieren. Und zwar werden verschiedene Substrate, 
wie Gelatine, ‘Casein, Edestin sowie verschiedene Serumarten, Pferde- 
und Kaninchenserum, verwendet. 

Die Versuche gegen Gelatine als Substrat zeigen, daB bei Benutzung 
‘von Pferdeserum eine gewisse Aktivierung festzustellen ist, doch sind 
die Versuche am Serum lange nicht so deutlich wie mit Organglycerin- 
extrakten. Dies hat seinen Grund im folgenden: Die Gelatinetriibung 
wird durch die gleiche Fallung mit Sulfosalicylsiure bewirkt wie dic 
Serumtriibung. Will man nun den EinfluB des zur Gelatinetriibung 
zugesetzten Serums ausschalten, so mu8 man es so verdiinnt anwenden. 
daB die Triibung des SerumeiweiBes so gering ist, daB es die Gelatine 
triibung nicht stért. Man mu8 daher groBe Serumverdiinnungen an- 
wenden, d. h. also das Serum mindestens 1:10 verdiinnen. So stark 
verdiinntes Serum gibt aber unaktiviert keine Spaltung. Aus der Tat- 
sache aber, daB bei einer Serumverdiinnung 1:20 ohne H,S keine 
Spaltung zu finden ist, mit H,S aber eine Spaltung von 10°, (s. Ver- 
such 38), ist doch auf eine gewisse Aktivierung des Serumkathepsins 
gegen Gelatine zu schlieBen. Das gleiche gilt fiir Versuch 39. Dic 
Wirkung von HCN, die ja immer geringer war wie die von H,S, tritt 
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bei der Schwierigkeit der vorliegenden Versuchsanordnung nicht mehr 
in Erscheinung. 

Das gleiche wie fiir Pferdeserum gesagt gilt auch fiir Versuche 
mit Kaninchenserum (Versuch 40 und 41). 

Es muB bei diesen Serumversuchen noch bemerkt werden, da®B Serum- 
verdiinnungen mit H,S versetzt beim Stehen iiber Nacht sich stark triibten. 
Wurden diese Verdiinnungen am nachsten Tage zu den Nullabnahmen 
hinzugefiigt, wie die Methodik dies vorschreibt, so zeigten die Nullabnalhmen 
gegeniiber den Spaltabnahmen eine ziemliche Triibung, was eine schein- 
bare Spaltung der Spaltabnahmen vortaéuschen wiirde. Diese Erscheinung 
beruht darauf, daB eben H,S im Serum eine Fallung bewirkt. Diese 
Anomalie der Technik muB dadurch beriicksichtigt werden, daB man ein 
mit H,S versetztes bzw. stundenlang aufbewahrtes Serum vor Zusatz an 
die Nullabnahmen klart. oder da8B man einen Zusatz frisch mit H.S be- 
handelten, aktiven Serums benutzt. 

Versuche einer Serumkathepsinaktivierung mit H,S und HCN 
gegen Casein als Substrat lieBen jede Wirkung des Aktivierens vermissen. 
Dies gilt sowohl fiir Pferdeserum (Versuch 42) als auch fiir Kaninchen- 
serum (Versuch 43 und 44). Ein Gleiches gilt fiir Versuche gegen Edestin 
als Substrat bei Anwendung von Pferdeserum (Versuch 45) sowie 
Kaninchenserum (Versuch 46). Es gilt also fiir Serumkathepsin das 
gleiche wie fiir Organkathepsin. Die Versuche bestatigen die voran- 
gehenden Arbeiten iiber Gewebsproteasen | bis VII, daB eine Akti- 
vierung des Kathepsins durch H,S und HCN dann zu beobachten ist, 
wenn Gelatine als Substrat verwendet wird. 

2. Aktivierung des Trypsins durch Enterokinase. 

Nunmehr wird geprift, ob Serumtrypsin durch Enterokinase 
aktivierbar ist. Zunachst wurde (s. Versuch 47) eine Kinaselésung 
sowie (s. Versuch 48) enterokinasefreies Trypsin hergestellt. Die 
Kinaselésung wurde auf ihren Trypsingehalt sowie gegen das entero- 
kinasefreie ‘Trypsin hinsichtlich seiner Wirksamkeit in den Systemen 
unserer Mikromethodik gepriift (Versuch 49a und b). 

Es ist selbstverstandlich bei der Anwendung unseres Mikrosystems 
stets eine Wirkung von enterokinasefreiem Trypsin wie auch von 
Enterokinase allein vorhanden. Es war also notwendig, die Verdiinnung 
und die Methodik der Praparatgewinnung so zu gestalten, dal die 
enterokinasefreie Trypsinlésung in den Verdiinnungen, in denen sie 
angewandt wurde, gerade keine Wirkung mehr auf Casein hatte, und 
daB auch ebenso die Kinaselésung an sich nicht mehr wirkte. 

Die Technik dieser Versuche wird in den Versuchen 49, 50, 51 
gegeben. Versuch 51 gibt die endgiiltige Versuchsanordnung, durch die 
gezeigt wurde, daB unter den gegebenen Versuchsbedingungen sowohl 


Trypsin als auch Kinase keine Spaltung oder eine ganz unbetrachtliche 
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bewirkten, daB sie aber gemischt eine deutliche Caseinspaltung bis z ul. 
etwa 40°, Ausspaltung in 60 Minuten erkennen lieBen. Hierdure! 
wurde erreicht, unter den Verhaltnissen unserer Methode die Wirk 
samkeit praparativ gewonnener Enterokinase zu gewahrleisten. 
Mit dieser nachweislich aktivierend wirksamen Enterokinas: 
wurde nun Kaninchenserum behandelt. Es wurde Serum mit der gleiche: Cas 
Menge Kinase versetzt und bei pq 8 gegen Casein angesetzt. Gleich 
zeitig wurden alle notwendigen Kontrollversuche angestellt, so wie dies 
das Protokoll des Versuchs 52 darsteilt. Die tryptische Wirkung wurd: 
an Aktivierungen und Kontrollen durch die Aktivierungsmethod 
geprift. Der Versuch zeigt, daB Enterokinase das Serumtrypsin nicht 
zu aktivieren vermag. Dieser Versuch entspricht also durchaus dem 
Ergebnis, das Willstdtter und Mitarbeiter (18) und wir selbst an Leuco- 


cytentrypsin erhalten hatten. — 
C. Ausziige aus den Protokolien. os 
I. Optimum-py-Kurven nativen Serums gegen verschiedene Substrate. hoh 
1. Optimum-py-Kurven gegen Casein als Substrat. 
a) Versuche mit Pferdeserum. 
Versuch 1. 
Optimum-pu-Reihe vom Pferdeserum I, verdiinnt 1: 5. gegen Casein. Ces 


Spaltzeit 20 Stunden. 
Ergebnis: Man erkennt zwei katheptische Optima bei px 2.69 und 5,2. 
Bei pu 4 ist das Casein stark geflockt. 


Versuch 2. 
Optimum-py-Reihe von Pferdeserum LI, verdiinnt 1: 5, gegen Casein ser 
Spaltzeit 20 Stunden. 
Ergebnis: Der Versuch zeigt die zwei katheptischen Optima. 


b) Versuche mit Kaninchenserum. 
Versuch 3. 
Optimum-pu-Reihe mit Kaninchenserum II, verdiinnt 1:5, gegen 
Casein. Spaltzeit 20 Stunden. 


Ergebnis: Zwei katheptische Optima bei px 3,04 und 5,26. Cas 
2. Optimum-py-Kurven gegen SerumeigeneiweiB als Substrat. 

Versuche mit Pferdeserum. Pu . 

Versuch 4. Spal 


Optimum-py-Reihe von Pferdeserum I gegen Eigeneiwei8 als Substrat. 
Spaltzeit 20 Stunden. 
Ergebnis: Man erkennt ein Optimum bei px 3,72: katheptische 
Spaltung. 
Versuch 5. 


Optimum-pu-Reihe von Pferdeserum III gegen Eigeneiweifi  al- 
Substrat. Spaltzeit 20 Stunden. als 
Ergebnis: Das Optimum der katheptischen Spaltung liegt bei pu 3,47. 
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ll. Verteilung der Proteinasen auf die verschiedenen Serumeiweibfraktionen, 
1. Versuche mit Pferdeserum. 
a) Versuche mit der Globulinfraktion. 
Versuch 6. 
Optimum-pxH-Reihe der Globulinfraktion aus Pferdeserum I] gegen 
Casein. Spaltzeit 20 Stunden. 
Ergebnis: Man erkennt ein Optimum bei px 6,97. 


Versuch 7. 
Optimum-py-Reihe des Globulins aus Pferdeserum VI gegen Casein. 
Ergebnis: Ein Optimum bei px 6,66. 


Versuch &. 

Optimum-pxH-Reihe mit dem EigeneiweiB des Globulins aus Pferde- 
serum VI. Gewinnung des Globulins siehe Versuch 29. Spaltzeit 20 Stunden. 
Ergebnis: Im Gegensatz zu anderen Globulinfraktionen aus Serum 
mitunter zeigte sich auch das ausgefallte Globulin inaktiv zeigte dieses 
Globulin eine deutliche Eigeneiwei8spaltung, die wahrscheinlich auf dem 

hohen Fermentgehalt beruht (siehe Versuch 7) 
b) Versuche mit der Albuminfraktion. 
Versuch 9. 
Optimum-pxy-Kurve der Albuminfraktion aus Pferdeserum lL! gegen 
Casein. 
Ergebnis: Keine Spaltung zwischen px 2 bis 8. 


Versuch 10. 


Optimum-pu-Reihe gegen Eigeneiwe iB der Albuminfrartion aus Pferde- 
serum IT. Spaltzeit 20 Stunden. 
Ergebnis: Keine Spaltung zwischen px 2 bis 8. 


2. Versuche mit Kaninchenserum. 


a) Versuche mit der Globulinfraktion. 
Versuch 11. 


Optimum-px-Reihe der Globulintraktion aus Kaninchenserum I gegen 
Casein als Substrat. 





Ansatz: I I Il IV V VI 
ae eae ae 3,05 4,12 5,22 6,98 7,75 8,38 
Spaltung in °, 0 0 20,7 35,1 22,4 17,7 


Ergebnis: Optimum bei etwa pu 7. 


b) Versuche mit der Albuminfraktion. 
Versuch 12. 


Optimum-py-Reihe des Albumins aus Kaninchenserum II gegen Casein 
als Substrat. 


Ergebnis: Keine meBbare Aufspaltung des Caseins zwischen px 2 bis 8. 
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Versuch 13. 
Optimum-pu-Reihe des Albumins aus Kaninchenserum I mit dem 
EigeneiweiB als Substrat. 
Ergebnis: Keine Spaltung zwischen px 2 bis 8. 


111. Uber den Einflu8 des Zusatzes von Fettlésungsmitteln zum Serum auf 
die Serumproteinasen. 
1. Versuche mit Pferdeserum. 
Versuch 14. 

Optimum-px-Kurven von Pferdeserum IT, verdiinnt 1 : 5, gegen Casein. 
Spaltzeit 20 Stunden. 

Das Serum wurde gepriift: 1. nicht vorbehandelt, 2. nach Schiitteln 
mit Toluol, 3. nach Schiitteln mit Chloroform, 4. nach Schiitteln mit Ather. 

Ergebnis: Alle Kurven zeigen die zwei Kathepsinoptima. Eine erhéhte 
Spaltung nach der Vorbehandlung wurde nicht beobachtet. 


Versuch 15. 

Optimum-px-Kurven von Pferdeserum III nach Schiitteln mit Chloro- 
form, Ather und Toluol gegen Casein. Serumverdiinnung 1: 5. Spaltzeit 
20 Stunden. 

Ergebnis: Durch Schiitteln mit Chloroform, Toluol und Ather wurde 
der Substratumsatz bei px 3 und 5 nicht wesentlich beeinfluBt. 


Versuch 16. 

Optimum-pxr-Kurve mit EigeneiweiB des Pferdeserums [I als Substrat. 
Das Serum wurde nach der Hedinschen Vorschrift mit Ather und Chloroform 
geschiittelt. Spaltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Die katheptischen Optima liegen in der Nahe von pu 4. Eine 
Verstérkung der Autolyse durch Vorbehandlung des Serums wurde nicht 
erzielt. 

Versuch 17. 
; Optimum-px-Reihe von Extrakten aus Serumtrockenpulver aus 
Pferdeserum VII gegen Casein. 

20 cem Serum werden mit 60cem Alkohol versetzt und das Ganze 
1 Stunde im Eisschrank stehengelassen. Darauf wird mit Doppelfilter ab- 
genutscht und der Niederschlag im Vakuumexsikkator tiber Chlorcalcium 
getrocknet. Der Niederschlag wird zu feinem Pulver gemérsert. (Nach 
einer Vorschrift von M. Schierge.) 

Das so gewonnene Pulver wurde in zwei gleiche Teile geteilt. Die eine 
Halfte wurde mit Glycerin (87 °,ig), die andere mit 0,9 ?,iger NaCl-Lésung 
28 Stunden bei Zimmertemperatur belassen. Das EiweiBpulver quoll zu 
einer gallertartigen Masse, von der sich im Glycerin weniger als in der 
NaCl-Lésung léste. Es wurde filtriert (8 cem Filtrat) und beide Filtrate 
in der Verdiinnung | : 5 gegen Casein gepriift. 

1. Optimum-pu-Reihe des Glycerinextraktes, verdiinnt 1:5, gegen 
Casein. Spaltzeit 20 Stunden. px-Einstellung mit Essigsiure und Phosphat- 
puffer. 

Ergebnis: Katheptische Spaltung. Man erkennt die beiden Optima 
bei pu 3,12 und 5,23. 
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2. Optimum-pu-Reihe des wasserigen Extraktes, verdiinnt 1: 5, gegen 
Casein. Spaltzeit 20 Stunden. 
Ergebnis: Die gleichen katheptischen Optima. 


2. Versuche mit Kaninchenserum. 
Spaltung gegen Casein als Substrat. 
Versuch 18. 

Optimum-px-Kurven mit Kaninchenserum I, unverdiinnt 1: 5, gegen 
Casein. 

Das Serum wurde nicht vorbehandelt und vorbehandelt, d.h. nach 
Schiitteln mit Chloroform und Ather zu den Ansétzen gegeben. 

Ergebnis: Die Vorbehandlung hatte keinen wesentlichen EinfluB auf 
die UmsatzgréBe. 


IV. Verhalten der Serumproteinasen gegen Adsorptionsmittel. 


1. Adsorptionen mit Kaolin. 
Versuch 19. 

Behandlung von Pferdeserum VII mit gereinigter Kaolinsuspension. 
Es wurde Edelkaolin benutzt, das nach einer Vorschrift von Wiéllstdtter 
und Schneider mit Salzséure gereinigt war. 

20 ccm Serum (mit n Essigséiure auf px 4 gebracht) werden mit 20 cem 
Kaolinsuspension (2,2 g Kaolin in 30cem) vermischt und nach einigen 
Minuten zentrifugiert. Die Lésung wird erneut mit 20 cem Kaolin behandelt 
und zentrifugiert (in gleichen Glasern). Die nun erhaltene Restlésung 
(60 cem) wird zu Spaltansétzen benutzt. Das Adsorbat wird mit wenig 
Leitfahigkeitswasser gewaschen, zentrifugiert und mit 20ccem 1° iger 
NaH,PO, durchgeschlemmt. Es wird zentrifugiert, erneut mit 20 ccm 
Eluens gemischt und wieder zentrifugiert. Beide Eluate werden vereinigt 
(40 ecm). 

1. Optimum-px-Reihe der Restl6sung von der Kaolinadsorption gegen 
das EigeneiweiB als Substrat. 

Ergebnis: Keine Spaltung zwischen px 2 bis 8. 

2. Optimum-px-Reihe der Restlésung gegen Casein. 

Ergebnis: Katheptische Spaltung mit zwei Optima bei px 3,23 und 5,14. 

3. Optimum-py-Reihe einer Caseinadsorption aus der Restlésung. 

Ergebnis: Optimum bei pu 7,02. Das Kaolin hat keine Protease 
adsorbiert. 

4. Optimum-px-Reihe des Phosphateluats gegen Casein. Das Eluat 
wird neutralisiert und unverdiinnt zu den Ansiétzen gegeben. 

Ergebnis: Keine Spaltung zwischen px 2 bis 8. 


Versuch 20. 


Versuch einer Kaolinadsorption aus Kaninchenserum. 15 ecm Kanin- 
chenserum werden mit n Essigséure auf px 4 gebracht und mit einer Kaolin- 
suspension vermischt, die 2,2 g Kaolin in 30 ccm Wasser enthilt. Nach 
einigen Minuten wird zentrifugiert. Die Lésung wird erneut mit 15 cem 
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Kaolin digeriert und zentrifugiert. Die Restlésung wird fiir Spaltansatz 
aufgehoben, der Kaolinbrei wird mit wenig Leitfahigkeitswasser gewaschen 
Hierauf wird mit licem 1°,iger Na gH PO,-Lésung durchgeschlemmt 
zentrifugiert, nochmals mit 15 cem Phosphatlésung behandelt und wiede: 
zentrifugiert. Es werden auf diese Weise 45 cem Restlésung und 30 cen 
Eluat erhalten. 

Ergebnis: Aus dem Serum wurde durch Kaolin weder eiwei®spaltendes 
Ferment adsorbiert. noch wurde die proteolytische Wirksamkeit des Serum- 
durch die Kaolinbehandlung beeinfluBt. 


2. Adsorption mit Casein. 
Versuch 21. 
Optimum-pu-Reihe einer Caseinadsorption aus Pferdeserum II. 


Ergebnis: Ein Optimum bei px 6,83. 


Versuch 22. 
Optimum-pu-Reihe einer Caseinadsorption aus Pferdeserum II. 
Dieser Versuch wurde in Anlehnung an Versuch 21 unternommen, 
um zu untersuchen, welchen Einflu8 eine Vermehrung des Serums auf 
die Caseinadsorption hat. 
Ergebnis: Ein Optimum beim px 6,63. Die Spaltung ist fast doppelt 
so hoch wie bei Versuch 21. 
Versuch 23. 
Mit Pferdeserum VIII werden folgende Untersuchungen angestellt : 
1. Caseinspaltung des Serums, 2. EigeneiweiBspaltung, 3. Optimum-pq- 
Reihe einer Caseinadsorption, 4. Untersuchung der Restlésung von der 
Caseinadsorption gegen Casein und 5. EigeneiweiS. 
1. Optimum-pxH-Reihe von Pferdeserum VII gegen Casein. 
Ergebnis: Die iibliche katheptische Spaltung mit den zwei Optima. 
2. Optimum-pu-Reihe mit dem Eigeneiwei8 von Pferdeserum VIII. 
‘ Ergebnis: Katheptische EigeneiweiBspaltung mit dem Optimum bei 
pu 4,10. 
3. Optimum-px-Reihe einer Caseinadsorption aus Serum VIII. 
Ergebnis: Die iibliche Spaltung mit dem Optimum px 6 und 7. 
4. Optimum-pu-Reihe mit der Restlésung von der Caseinadsorption 
gegen Casein. 
Ergebnis: Die katheptische Spaltung ist trotz der Adsorption kaum 
geringer geworden. 
5. Optimum-pu-Reihe mit dem Eigeneiwei8 der Restlésung von de 
Caseinadsorption. 
Ergebnis: Auch die EigeneiweiBspaltung ist durch die Caseinadsorption 
nicht verandert worden. 
Versuch 24. 


Optimum-pu-Reihe einer Caseinadsorption aus Kaninchenserum I. 


Ergebnis: Das Optimum der Spaltung liegt bei pu 6,99. 
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Versuch 25. 
Optimum-pxa-Reihe des Kathepsinextraktes (Tumor IX), verdiinnt 
1: 10, gegen Casein, einmal ausgeflockt und wieder gelést. 50cem der 
iiblichen Caseinlésung (0,25°,ig) werden, wie bei der Serumcaseinfallung 
iiblich, mit Acetatpuffer ausgeflockt, zentrifugiert, gewaschen und wieder 
gelést (50 ccm). Von dieser Losung werden jetzt wie immer je 6 ccm zu 
den Spaltansaétzen benutzt. 


Ergebnis: Zwei katheptische Optima bei px 3,21 und 5,17. 


3. Adsorption mit Edestin. 
Versuch 26. 
Versuch einer Edestinadsorption aus Pferdeserum VIII. 


Ergebnis: Keine Spaltung zwischen py 2 bis 8. 


Versuch 27. 
Versuch einer Edestinadsorption aus Kaninchenserum IV. 


Ergebnis: Keine Spaltung zwischen py 2 bis 8. 


V. Untersuchungen iiber die im Serum vorhandenen Proteinasearten. 
1. Untersuchungen tiber Inaktivierung von Serum. 
Versuch 28. 
a) 30cem Pferdeserum wurden 6 Stunden lang im Wasserbad auf 
56 bis 57°C erhitzt. Dann wurde das Serum gegen Casein und nach der 
Caseinadsorptionsmethode auf seine proteolytische Wirksamkeit gepriift : 
1. Optimum-py-Reihe mit inaktiviertem Pferdeserum IV, verdiinnt 
1:5, gegen Casein. Spaltzeit 20 Stunden. Ansétze und py-Ein- 
stellung wie iiblich. Ergebnis: Keine Spaltung zwischen py 2 bis 8. 
2. Optimum-px-Reihe einer Caseinadsorption aus inaktiviertem Pferde- 
serum IV. 5cem Serum + 30cem Caseinfallung wie iiblich. Er- 
gebnis: Keine Spaltung zwischen pu 4 bis 8. 


b) 30 cem Pferdeserum wurden 4 Stunden lang auf 56 bis 57° C erhitzt. 
Dann wurde das Serum gegen Casein und nach der Caseinadsorptionsmethode 
auf seine proteolytische Wirksamkeit untersucht. 

1. Optimum-pu-Reihe mit inaktiviertem Pferdeserum IV, verdiinnt 

1: 5, gegen Casein. Spaltzeit 20 Stunden. Ergebnis: Keine Spaltung 
zwischen px 2 bis 8. 

2. Optimum-px-Reihe einer Caseinadsorption mit inaktiviertem Pferde- 
serum IV. 5cem Serum + 30cem Casein. Fallung wie iiblich. 
Ergebnis: Keine Spaltung zwischen pu 4 bis 8. 

ec) Inaktivierung von Pferdeserum V. 200 cem Serum wurden 4 Stunden 
lang im Wasserbad auf 56 bis 57°C erhitzt. Das Serum wurde dann auf 
seine proteolytische Wirksamkeit untersucht: 

1. Optimum-pu-Reihe des inaktiven Pferdeserum V_ gegen Casein. 
Serumverdiinnung |: 5. Spaltzeit 20 Stunden. Ansétze und py-Ein- 
stellung wie iiblich. Ergebnis: Keine Spaltung zwischen px 3 bis 8. 

2. Optimum-pu-Reihe einer Caseinadsorption aus inaktivem Pferde- 
serum V. 5cem Serum + 30cem Casein. Fallung wie tiblich. 
Spaltzeit 20 Stunden. Ergebnis: Keine Spaltung zwischen px 5 bis 8. 
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d) Inaktivierung des Kathepsinextraktes (Tumor IX). 20cem des 
Extraktes wurden 4 Tage im Thermostaten auf 56 bis 57°C erhitzt. Der 
Extrakt wurde dann auf seine proteolytische Wirksamkeit gepriift : 


1. Optimum-px-Reihe des inaktiven Kathepsinextraktes, verdiinnt 1 : 5, 
gegen Casein. Die iiblichen Caseinansaitze. px-Einstellung mit 
Essigséure und Phosphatpuffer. Spaltzeit 20 Stunden. Ergebnis: 
Keine Spaltung zwischen px 2 bis 8. 

2. Inaktiver Kathepsinextrakt, verdiinnt 1: 10, mit Schwefelwasser- 
stoff, gegen Gelatine, bei px 4. Gelatineansaétze analog den Casein- 
ansétzen mit 1° iger Gelatinelésung. px-Einstellung mit Acetat- 
puffer. Spaltzeit 20 Stunden. Ergebnis: Keine Spaltung. Der 
Extrakt hat durch das Erhitzen seine proteolytische Wirksamkeit 
verloren. 

Versuch 29. 


a) Darstellung von Globulin und Albumin aus nativem und inaktiviertem 
Pferdeserum V. 


1. Aus 50cem Serum wurden Globulin und Albumin nach der Vor- 
schrift von Hedin mit Ammonsulfat ausgesalzen. Beide Fraktionen 
wurden 3 Tage gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert. Das 
Globulin wurde.mit schwach, alkalischem Wasser auf 25 ccm ge- 
bracht; milchigtriibe Fliissigkeit. Das leichtlésliche Albumin wurde 
ebenfalls auf 25 ccm aufgefiillt: griingelbe Lésung. 


2. Aus 50cem inaktiviertem Serum wurden Globulin und Albumin 
mit Ammonsulfat ausgesalzen und beide gegen Leitungswasser 
dialysiert. Beide Fraktionen wurden dann wie beschrieben in 
Lésung gebracht. 


b) Priifung der proteolytischen Wirksamkeit des Globulins aus in- 
aktivem Pferdeserum V. 


1. Optimum-px-Reihe des Globulins mit dem Eigeneiwei8 als Substrat. 
Globulin unverdiinnt im Ansatz. Ansétze und pxy-Einstellung wie 
beschrieben. Spaltzeit 20 Stunden. Ergebnis: Keine Spaltung 
zwischen pu 3 bis 8. 


2. Optimum-pu-Reihe des Globulins gegen Casein. Globulinver- 
diinnung 1:5. 23cem Caseinansaétze. px-Einstellung mit Essig- 
siure und Phosphatpuffer. Spaltzeit 20 Stunden. Ergebnis: Keine 
Spaltung zwischen pu 2 bis 8. 


Versuch 30. 

a) Optimum-pu-Reihe des Kathepsinextraktes (Tumor IX), verdiinnt 
1: 10, gegen inaktiviertes Pterdeserum VI als Substrat. Es werden Ansatze 
analog den Caseinansitzen hergestellt, nur werden an Stelle der 6 cem 
Caseinlésung pro Ansatz 1 ccm Serum verwendet. Die Abnahmen werden 
wie EigeneiweiBabnahmen mit Sulfosalicylséure getriibt. px-Einstellung 
mit Essigséure und Phosphatpuffer. Spaltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Ein katheptisches Optimum bei px 4,19. 


b) Optimum-px-Reihe des Kathepsinextraktes (Tumor IX) gegen das 
Globulin aus inaktivem Pferdeserum V als Substrat. Je 3cem Globulin- 
lésung werden mit Puffer (je nach px) auf 23 cem aufgefiillt. Es werden 
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aus jJedem Ansatz 5ccm entnommen, davon 4,5ccm als Nullabnahme. 
Alle Ansiétze werden mit je 2ccm Extraktverdiinnung versetzt und samt 
den Nullabnahmen im Brutschrank aufbewahrt. Nach Ablauf der Spaltzeit 
werden die Nullabnahmen mit der Extraktverdiinnung auf 5ccm auf- 
gefiilllt, aus den Ansétzen werden je zweimal 5ccm entnommen und alle 
Abnahmen werden wie EigeneiweiBabnahmen getriibt, also: 5 cem Abnahme 

5 cem Wasser + 5cem HCl + 7eem Sulfosalicylséure. Spaltzeit 
20 Stunden. Extraktverdiinnung I: 10. 

Ergebnis: Geringe katheptische Spaltung. Bei geringerer Verdiinnung 
des Extraktes hatte jedoch dessen EiweiSgehalt die Methodik gestért. 


2. Untersuchungen tiber den EinfluB der Adsorptionsvorgdnge auf die Natur 


der Proteinasen. 
a) Mit Pferdeserum. 
Versuch 31. 
a) Optimum-pu-Reihe des Pferdeserums VI, verdiinnt 1:5, gegen 
Casein. Caseinansaétze und pu-Einstellung wie tiblich. Spaltzeit 20 Stunden. 
Ergebnis: Zwei katheptische Optima bei px 3,20 und 4,92. 


b) Optimum-py-Reihe mit dem EigeneiweiB des Pferdeserums VI. 
Serum verdiinnt im Ansatz: 2cem Abnahmen. Einstellung der py mit 
Essigséure und Phosphatpuffer. Spaltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Katheptisches Optimum bei pu 3,98. 


c) Optimum-py-Reihe einer einmaligen Caseinadsorption aus aktivem 
Pferdeserum VI. 10cem Serum + 60cem Casein. Fallung, Ansaitze und 
pu-Einstellung wie tiblich. Spaltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Ein Optimum bei px 6,04. 


d) Optimum-py-Reihe einer viermaligen Caseinadsorption aus Pferde- 
serum VI. 60ccm Caseinlésung + 10 ccm Serum. Das Casein wird wie 
iiblich ausgeflockt, abzentrifugiert und gelést. Die neue Caseinlésung wird 
erneut mit 10 cem Serum versetzt. Es wird wieder ausgeflockt, abzentri- 
fugiert, gelést und dieser Vorgang mit je 10cem Serum noch zweimal 
wiederholt, so daB das Casein im ganzen viermal mit je 10 cem Serum 
gemischt und geflockt wurde. Je 6ccem der Caseinlésung werden zu den 
iiblichen Ans&étzen benutzt. Spaltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Schwache Spaltung bei px 3 und 4. Ein Optimum bei px 7.02. 


Versuch 32. 


a) Optimum-px-Reihe einer einmaligen Caseinadsorption aus inaktivem 
Pferdeserum VI, unter Zusatz von aktivem Katheptinextrakt (Tumor LX), 
verdiinnt 1:5. 10cem Serum + 60 ccm Casein. Das Casein wird aus- 
geflockt, abzentrifugiert und wieder gelést wie iiblich. Je 6 ccm der Léosung 
werden zu Caseinansétzen benutzt. px-Einstellung mit Essigséure und 
Phosphatpuffer. Spaltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Zwei katheptische Optima bei px 3,63 und 6,10. 


b) Optimum-px-Reihe einer viermaligen Caseinadsorption aus in- 
aktivem Pferdeserum VI, unter Zusatz von aktivem Kathepsinextrakt 
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(Tumor IX), verdiinnt 1: 10. 60cem Casein werden viermal mit je 10 cen 
Serum (inaktiv) gemischt und gefallt. Von der Caseinlésung werden di 
iiblichen Ansaétze gemacht. 4,5cem Nullabnahmen. px-Einstellung mit 
Essigséiure und Fhosphatputfer. Spaltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Zwei katheptische Optima bei px 3,72 und 6,16. 


c) Optimum-pu-Reihe einer einmaligen Caseinadsorption aus aktivem 
Pferdeserum VI, unter Zusatz von inaktivem Kathepsinextrakt, verdiinnt 
1:10. 10cem Serum und 60 cem Casein werden in iiblicher Weise gemischt 
und gefallt. Die schlieBlich erheltene Caseinlésung wird zu den Spalt- 
ansaétzen benutzt. 6 ccm Caseinlésung + Essigsaéure bzw. Puffer auf 23 cem. 
5ceem entnehmen, davon 4,5cem als Nullabnahmen, Rest verwerfen. 
Spaltansétze auf 20cem und Nullabnahmen aut 5cem mit der Extrakt- 
verdiinnung auffiillen. Ansiétze im Brutschrank, Nullabnahmen im Eis- 
schrank aufbewahren. Nach Ablauf der Spaltzeit aus den Ansiétzen zweima| 
5cem entnehmen, Abnahmen, soweit nétig, neutralisieren und mit Wasser 
auf 10cem auffiillen + 5cem Phosphatpuffer + 7,5ceem Chinidinlésung. 
Triibungen nach etwa 20 Minuten nephelometrisch messen. Spaltzeit 
20 Stunden. 


b) Mit Kaninchenserum. 
Versuch 33. 


Es wird verschiedenen Kaninchen Blut entnommen und daraus durch 
Zentrifugieren Serum gewonnen. Die Seren werden gemischt — Kaninchen- 
serum IIT. Zur Inaktivierung wurden 30 ccm Serum 6 Stunden im Thermo- 
staten avf 56 bis 57°C erhitzt. Bei der Priifung gegen Casein, Eigeneiwei8 
und nach der Caseinadsorptionsmethode erwies es sich als proteolytisch 
unwirksam. 


a) Optimum-py-Reihe von Kaninchenserum III, verdiinnt 1: 5, 
gegen Casein. Spaltzeit 20 Stunden. Ubliche Caseinansétze und py-EKin- 
stellung. 


Ergebnis,: Man erkennt die beiden Optima der katheptischen Spaltung. 


b) Optimum-px-Reihen mit Caseinadsorptionen aus Kaninchenserum I 11. 
lL. 3cem Serum + 45cem Casein. 2. 6cem Serum + 45ccm Casein. 
Technik wie iiblich. Die Nullabnahmen im Eisschrank aufbewahren. 
Spaltzeit 20 Stunden. 


Ergebnis: Wird die Serummenge verdoppelt, so verdoppelt sich auch 
die adsorbierte Fermentmenge. 


c) Optimum-px-Reihe einer Caseinadsorption aus Kaninchenserum II] 
unter Zusatz von inaktivem Kathepsinextrakt. Technik: 6ccm Serum 
+ 45ceem Casein, Fallen, Lésen, Neutralisieren und mit Wasser auf 45 ccm 
auffiillen. Je 6ccem der Lésung werden wie sonst die unveranderte Casein- 
lésung zu Caseinansaétzen benutzt. Also: 6cem der Lésung + Puffer 
+ Wasser auf 23cem. 5ccem entnehmen, davon 4,5 ccm als Nullabnahme. 
Rest verwerfen. Ansa&tze und Nullabnahmen mit Extraktverdiinnung 
(inaktiver Kathepsinextrakt 1:6) auf 20 bzw. 5ccm auffiillen. Ansitze 
im Brutschrank, Nullabnahmen im Ejisschrank aufbewahren. Spaltzeit 
20 Stunden. 


Ergebnis: Die iibliche Spaltung der Caseinadsorption. Auffallig ist 
die Spaltung bei px 3 und 4, sowie die starke Wélbung der Kurve. 
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d) Optimum-pu-Reihe einer Caseinadsorption aus inaktivem Kaninchen- 
erum III + aktiven Kathepsinextrakt, verdiinnt 1:6. Technik: 10 cem 
Serum + 60ccem Casein, Fallen usw. Ansitze: 6 ccm der Caseinlésung 

Puffer 4+- Wasser auf 23cem. 5cem entnehmen, davon 4,5cem als 
Nullabnahme. Ansétze und Nullabnahmen mit Extraktverdiinnung auf 
20 bzw. 5cem auffiilllen. Ansatze im Brutschrank, Nullabnahmen in den 
Eisschrank. Spaltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Auch hier wieder fehlt das zweite Kathepsinoptimum bei 
pu 3. 


° 


3. Versuche mit kiinstlichen Kathepsin-Trypsingemischen. 
Versuch 34. 


Ein Pferdeleucocyten-glycerinextrakt wird gegen Casein gepriift. Aus 
dem gleichen Extrakt wird eine Caseinadsorption gemacht. 


1. Optimum-py-Reihe von Leucocytenextrakt, verdiinnt 1: 5, gegen 
Casein. Spaltzeit 20 Stunden. Caseinansaétze und px-Einstellung wie iiblich. 

Ergebnis: Man erkennt neben dem tryptischen Optimum bei px 7,92 
die beiden katheptischen Optima bei px 3,21 und 6,02. 


2. Optimum-pu-Reihe einer Caseinadsorption aus dem gleichen Leuco- 
cytenextrakt. 4 ccm Extrakt + 60 ccm Casein (entsprechend einer Extrakt- 
verdiinnung 1:5). Das Casein wird wie iiblich ausgeflockt, zentrifugiert 
und gelést (60 cem). Je 6ccm der Lésung werden zu den iiblichen Casein- 
ansétzen benutzt. 5ccm Nullabnahmen im Eisschrank aufbewahren. 
Spaltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Die Optima der katheptischen und tryptischen Spaltung 
sind zu einem Optimum bei px 7,07 verschmolzen. 


Versuch 35. 


An einem anderen Pferdeleucocyten-glycerinextrakt wird die Casein- 
spaltung und Caseinadsorption untersucht. 


1. Optimum-pu-Reihe von Leucocytenextrakt, verdiinnt 1:5, gegen 
Casein. Spaltzeit 20 Stunden. Ansétze und px-Einstellung wie iiblich. 
Ergebnis: Ein tryptisches und zwei katheptische Optima. 


2. Optimum-px-Reihe einer Caseinadsorption aus dem Leucocyten- 
extrakt. 4cem Extrakt + 60cem Casein, entsprechend einer Extrakt- 
verdiinnung 1:5. Das Casein wird mit Acetatpuffer ausgeflockt usw. 
5eem Nullabnahmen im Eisschrank aufbewahren. Spaltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Das tryptische und die zwei katheptischen Optima sind zu 
einem Optimum bei px 6 bis 7 verschmolzen. 


Versuch 36. 

Untersuchung der Caseinspaltung und der Caseinadsorption an einem 
Kaninchenleucocyten-glycerinextrakt und Priifung der Restlésung von der 
Caseinadsorption gegen Casein. 

1. Optimum-pxy-Reihe von Kaninchenleucocytenextrakt, verdiinnt | : 5, 
gegen Casein. Spaltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Katheptische Spaltung. Zwei Optima bei px 3,02 und 5,16. 
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2. Optimum-px-Reihe einer Caseinadsorption aus dem Kaninchen- 
leucocytenextrakt. 3ccm Extrakt + 45ccem Casein, entsprechend einer 
Extraktverdiinnung 1:5. Fallung und Ansatze wie iiblich. Spaltzeit 
20 Stunden. 

Ergebnis: Schwache katheptische Spaltung mit den charakteristischen 
beiden Optima. 

3. Optimum-pu-Reihe der Restlésung von der Caseinadsorption gegen 
Casein. Die Restlésung wurde neutralisiert und mit Wasser auf 60 ccm 
aufgefiillt. 8ccem der Restlésung je Ansatz entsprechen einer Extrakt- 
verdiinnung 1:5. Ansatzform: 6cem Caseinlésung + 8ccm Restlésung 
+ 9ceem Puffer. 5cem entnehmen und als Nullabnahme im Eisschrank 
aufbewahren. Spaitzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Bei der Adsorption ist nur wenig Kathepsin an das Casein 
gegangen. Die Hauptmenge befindet sich noch in der Restlésung. 


Versuch 37. 

Mit einem Extrakt, der Trypsin und Kathepsin in annahernd gleichen 
Mengen enthalt (Gemisch aus Pferdeleucocyten und Pferdelymphdriisen 
extrakt), werden folgende Untersuchungen angestellt: 1. Caseinspaltung des 
Extraktes, 2. Untersuchung einer Caseinadsorption und 3. der Restlésung 
derselben. 


1. Optimum-py-Reihe des Mischextraktes gegen Casein. Anséatze und 
pu-Einstellung wie iiblich. Spaltzeit 20 Stunden. Extraktverdiinnungen 
1: 10. 

Ergebnis: Die drei Optima: das tryptische bei pu 7.98 und die beiden 
katheptischen bei px 3,14 bzw. 5,12, sind deutlich zu erkennen. 

2. Optimum-py-Reihe einer Caseinadsorption aus dem Mischextrakt. 
15cem Extrakt + 45cem Casein. Fallung und sonstige Verarbeitung 
wie iiblich. Das Verhaltnis 1,5cem Extrakt + 45 ccm Casein entspricht 
nachher in den Ansétzen einer Extraktverdiinnung 1:10.  Spaltzeit 
20 Stunden. 

Ergebnis: Die Kurve zeigt ein Mischoptimum bei px 7,07. 

3. Optimum-px-Reihe der Restlésung von der Caseinadsorption aus 
dem Leucocytenmischextrakt. Die Restlésung wurde neutralisiert und mit 
Wasser auf 60 cem aufgefiillt. 8 cem der Restlésung pro Ansatz entsprechen 
einer Extraktverdiinnung 1:10. Ansatzform: 6 cem Casein + 8 ccm Rest- 
lésung +- 9cem Puffer = 23ccm. 5cem entnehmen und als Nullabnahme 
im Eisschrank aufbewahren. Abnahmen, Triibung und Messung wie iiblich. 
Spaltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Das tryptische Optimum ist nicht mehr erkennbar. Das 
Casein hat vornehmlich Trypsin adsorbiert. 


VI. Aktivierbarkeit der Serumproteinasen. 

1. Kathepsin durch H,S und HCN. 

a) Gegen Gelatine als Substrat. 
Versuch 38. 


Versuche iiber Aktivierung von Pferdeserum VII durch H,S bei ver- 
schiedenen Verdiinnungen gegen Gelatine bei px 4. Spaltzeit 20 Stunden. 
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Ansaétze analog den Caseinansétzen mit 1° iger Gelatinelésung. Ein Viertel 
der Serumverdiinnung ist gesattigtes H,S-Wasser.  pu-Einstellung mit 
m/15 Acetatpuffer. 


1. Serumverdiinnung I: 5. 
eiweiBtriibung starker als die Gelatinetriibung. 


Bei den Triibungsabnahmen ist die Serum- 











Unaktiviert Aktiviert 
Spaltung in % .. . 9.4 13,9 
2. Serumverdiinnung I: 10. 
Unaktiviert Aktiviert 
Spaltung in 5 6,1 11,2 
3. Serumverdiinnung 1: 20. 
Unaktiviert Aktiviert 
0 9,8 


Spaltung in %) . 
Ergebnis: Die Spaltwerte und Spaltunterschiede sind sehr klein. Es 
ist nicht zu entscheiden, ob eine Aktivierung stattgefunden hat. 


Versuch 39. 

Versuch einer Wirkungssteigerung von Pferdeserum VIII bei ver- 
schiedenen Verdiinnungen durch H,S und HCN gegen Gelatine als Substrat 
bei pu 4. pu-Einstellung mit m/15 Acetatpuffer. Ein Viertel der Serum- 
verdiinnung ist gesattigtes H,S-Wasser bzw. die Serumverdiinnung enthalt 


Img HCN pro I cem. 





, Spaltung in °/9 








Serumverdiinnung ia 
ohne Zusatz mit H,S mit HCN 
1: 5 9,2 8.4 8,7 
1:30 7,2 11,8 5,2 
1:20 0 9,7 0 
1:30 0 0 0 
Ergebnis: Die Serumtrabung ist bei einer Serumverdiinnung 1:5 
starker als die Gelatinetriibung. Geringe Aktivierung durch H,5. 
Versuch 40. 
‘i Gelatine als 


Kaninchenserum mit und ohne H,S und HCN gegen 
Substrat. Spaltzeit 20 Stunden. px-Einstellung mit m/15 Acetatpuffer. 
Serumverdiinnung 1:15. Die Verdiinnung enthalt 25°, gesattigtes H,5- 
Wasser bzw. 1 mg HCN pro lcem. Gelatineansatze wie iiblich. 

12 


Biochemische Zeitschrift Band 252. 








178 H. Kleinmann u. G. Scharr: 





Spaltung in °/9 


PH EE ee Sc eee mee 
ohne Zusatz mit H,S mit HCN 
3,08 0 0 0 
4,05 6,3 13,4 0 
5,16 0 9.4 0 
6,07 0 0 0 


Ergebnis: Keine Spaltung bei den Versuchen mit HCN,  gering: 











Spaltung bei denen mit H,S. als | 
gesat 
’ pa 3 
Versuch 41. ; 
Kaninchenserum IV mit und ohne H,S und HCN gegen Gelatine als 
Substrat. Spaltzeit 20 Stunden. px 4 mit Acetatpuffer eingestellt. Serum- 
verdiinnungen: 1:10, 1:20, 1:30. Die Serumverdiinnungen enthalten 
25°, gesittigtes H,S-Wasser bzw. | mg HCN pro 1 cem. 
Spaltung in °/9 
Serumverdiinnung : te - Sea : 
ohne Zusatz mit H,S mit HON auf 
1:10 6,8 12,7 8.4 
1:20 0 10.3 0 
1:30 0 0 0 
Z ; ‘ =— : ; . bei 
Ergebnis: Geringe Aktivierung bei den H,S-Ansétzen. aan 
muB 
b) Gegen Casein als Substrat. eiwe 
V h 42 enth 
ersuch 42, seit 
Pjerdeserum mit und ohne H,S und HCN gegen Casein bei px 3. 
‘ Ubliche Caseinansaétze. px-Einstellung mit n Essigséure. Serumverdiinnung: 
1:5. Bei einem Teil der Ansaétze enthalt die Serumverdiinnung 25 
gesittigtes H,S-Wasser bzw. 2mg HCN pro 1 cem. 
Spaltung in 9/9 Sub: 
Serumverdiinnung __— ‘ ieaien ae lésu 
ohne Zusatz mit H,S mit HCN _~ 
stell 
1:15 14,8 16,2 18,1 ae 


Ergebnis: Es wurde keine Wirkungssteigerung beobachtet. 


Versuch 43. 


Versuch einer Wirkungssteigerung von Kaninchenserum durch H,5S 
und HCN gegen Casein bei po 3. Serumverdiinnung: 1:5. Bei den 
Aktivierungsversuchen enthalt die Verdiinnung 50", gesattigtes H,5- 
Wasser bzw. 2mg HCN pro leem. Spaltzeit 20 Stunden. px-Kinstellung 
mit n Essigsaure. Wal 
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, 3s Spaltung in ©, 
Serumverdiinnung 


ohne Zusatz mit H,S ~ mit HON 
1:5 12,4 15,9 11,0 


Ergebnis: Keine Aktivierung durch H,S oder HCN. 


Versuch 44. 


Einwirkung von H,S und HCN auf Kaninchenserum gegen Casein 





nge 
als Substrat. Serumverdiinnung: 1:5. Die Verdiinnung enthalt 50°, 
gesittigtes H,S-Wasser bzw. 2mg HCN pro leem. Spaltzeit 20 Stunden. 
pu 3 mit n Essigséure eingestellt. 

als é Spaltung in °), 

im- Serumverdiinnung a a - 

ten ohne Zusatz mit H,S mit HCN 

1:5 19,1 20,8 18.4 

Ergebnis: Die Behandlung mit H,S und HCN hatte keinen Einflu8 
auf die Caseinspaltung des Serums. 

c) Gegen Edestin als Substrat. 
Versuch 45. 

Pferdeserum VIII mit und ohne H,S und H CN gegen Edestin als Substrat 
bei px 4 und 5. Die Edestinlésung (0,1°,ig) wird mit 3 cem n/10 NaOH 
neutralisiert. Die px werden mit m/15 Acetatpuffer eingestellt. Das Serum 
muBte 1:10 verdiinnt werden, weil sonst bei der Messung die Serum- 
eiweiBtriibung die Edestintriibung gestért hatte. Die Serumverdiinnung 
enthielt wie tiblich 25°,, H,S-Wasser bzw. 2mg HCN pro leem. Spalt- 
zeit 20 Stunden. 

3. Ergebnis: Es konnte keine Aufspaltung von Edestin gemessen werden. 
ig: 
Versuch 46. 

Kaninchenserum IV mit und ohne H,S und HCN gegen Edestin als 
Substrat bei px 4 und 5. Fir den Ansatz werden 10 ccm 0,1" jige Edestin- 
lésung gebraucht, die mit 3ccm n/10 NaOH neutralisiert werden. Ein- 
stellung von px 4 und 5 mit m/15 Acetatpuffer. Serumverdiinnung: 1: 10. 
Ein Teil der Verdiinnung enthalt 50°), gesittigtes H,S-Wasser bzw. 2 mg 
HCN pro leem. Spaltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Keine Spaltung. 

2. Trypsin durch Enterokinase. 
s Versuch 47. 
n 
"*" Herstellung einer Kinaselésung aus Schweinediinndarm. 
Pg Das Darmschleimhauttrockenpulver wurde nach der Vorschrift von 


Waldschmidt-Leitz hergestellt. 
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Versuch 48. 


Darstellung von enterokinasefreiem Trypsin nach Waldschmidt-L eitz 
und Linderstrém-Lang. 


Versuch 49. 


Untersuchung der Wirksamkeit der Kinaselésung (siehe Versuch 47) 
an enterokinasefreiem Trypsin (siehe Versuch 48). 

a) Folgende Gemische wurden hergestellt und zum Vollzug der Tryp- 
taseaktivierung 30 Minuten bei 37°C inkubiert: 1. 2cem Trypsinextrakt 
(enterokinasefrei) + Wasser auf 20cem. 2.2 ccm Kinaselésung + Wasser 
auf 20cem. 3. 2cem Trypsinextrakt + 2cem Kinaselésung + Wasser 
auf 20 ccm. Diese Gemische wurden zu den iiblichen Caseinansatzen benutzt. 
pu eingestellt mit m/15 Phosphatpuffer. 





Spaltzeit : 20 Min. 40 Min. 60 Min. 
0 0 0 
Trypsin allen ..... 26.3 42.0 63,6 
Kinase allein. ..... 5,7 79 10.7 
Trypsin + Kinase... . 47,7 66,3 100°/gig 
aufgespalten 
pe 15,7 16,4 25.3 


b) Der Versuch wurde mit gr6Beren Verdiinnungen wiederholt. 1. 1 cem 
Trypsinextrakt (enterokinasefrei) +- Wasser auf 100 ccm. 2. 1 cem Kinase- 
lésung + Wasser auf 100ccm. 3. 1 cem Trypsinextrakt + 1 cem Kinase- 
lésung + Wasser auf 100 ccm. Inkubationszeit 30 Minuten. Spaltung bei 
pu 8. Caseinansaétze wie iiblich. 





Spaltzeit : 20 Min. 40 Min. 120 Min. 
Og 0, 0), 
Trypsin allein ‘ 5,2 7,0 29.6 
Kinase allen... ... 0 0 7,8 
Trypsin + Kinase... . 11,9 14,2 49,2 
Aktivierung . er 7,7 7,2 11,8 


Versuch 50. 


Versuch einer Aktivierung eines Schweinepankreasextraktes durch 
Enterokinase aus Schweinediinndarm. 

Aus | g frischem Pankreastrockenpulver wurden durch zwilfstiindiges 
Extrahieren bei 37°C 40cem Glycerinextrakt gewonnen. 

Zur Priifung wurden folgende Gemische hergestellt : 1. 1eem Pankreas- 
extrakt + m/15 Phosphatpuffer (px 8) auf 10cem. 2. 1 cem Enterokinase- 
lésung + Puffer (px 8) auf 10cem. 3. 1ecem Pankreasextrakt + 1 ccm 
Kinaselésung + Puffer auf 10 ccm. 


Diese Gemische wurden 30 Minuten bei 37°C inkubiert, darauf mit 
Wasser auf 100ccm verdiinnt und nun zu den iiblichen Caseinansatzen 
benutzt. px 8 mit m/15 Phosphatpuffer eingestellt. Zur Unterbrechung 
der Spaltung nach Ablauf der Spaltzeit wurden die Ansitze etwa 5 Minuten 
in siedendes Wasser getaucht. 
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Spaltzeit : 10 Min. 20 Min. 30 Min. 
0 0 0 0 0\, 
ee i ee 24,5 31,8 52,8 
Trypsin + Kinase... . 37,7 50,0 73,4 
a ha. Gs ke Si 0 0 0 
Abeppsereme 6. ww kk 13,2 18,2 21,2 


Versuch 51. 


Herstellung und Priifung einer enterokinasefreien Trypsinlésung 
(Wiederholung von Versuch 48 und 49). 

10 cem Schweinepankreasextrakt (siehe Versuch 50) + 10 ccm 6° ,ige 
Caseinlésung. Das Gemisch wurde in Kaltemischung abgekiihlt. unter 
Zusatz von 1,4ccm n Essigséure gefallt und filtriert. 20 ccm Filtrat fing 
man in 10 cem gekiihlter Caseinlésung auf, fallte mit 0,6 cem n Essigséure 
und filtrierte vom Caseinniederschlag. 15 ccm Filtrat wurden erneut mit 
10cem gekiihlter Caseinlésung vermischt und mit 6,6ccm Essigséure 
gefallt, darauf filtriert : 25 cem Filtrat. Zur restlosen Entfernung des Trypsin- 


kinasekomplexes — bei einem friiheren Versuch (siehe Versuch 49) geniigte 
eine dreimalige Caseinadsorption nicht wurden 20 cem Filtrat ein viertes 


Mal mit 10 ccm 6°,iger Caseinlésung gefallt. Das Filtrat von der vierten 
Fallung (35 cem) wurde mit und ohne Kinase gegen Casein gepriift. 

Zum Vollzug der Tryptaseaktivierung wurden folgende Gemische 
30 Minuten bei 37°C inkubiert: 1. lcem Trypsinlésung + Puffer (px 8) 
auf 10cem. 2. 1ecem Enterokinaselésung I + Puffer (pu 8) auf 10 ccm. 
3. leem Trypsinlésung + 1 cem Kinaselésung I + Puffer auf l0cem. Nach 
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Gemische mit Wasser auf 50 cem 
verdiinnt und zu den iiblichen Caseinansétzen benutzt. pa 8 mit m/15 
Phosphatpuffer eingestellt. Zur Unterbrechung der Spaltung wurden die 
Ansaitze am Ende der Spaltzeit 5 Minuten in siedendes Wasser getaucht. 





Spaltzeit : 20 Min. 40 Min. 60 Min. 
‘Trypsin emdlet ha 0 0 0 
inase . ea 0 0 5,7 
Trypsin + Kinase . 14,8 24,3 40,8 
Aktivierung. . . .. 14,8 24,3 35,1 


Versuch 52. 

Versuche iiber die Einwirkung der Enterokinase auf Kaninchen- 
serum. 

a) Mit Kaninchenserum und Enterokinaselésung (Versuch 47) wurden 
folgende Gemische hergestellt und 30 Minuten bei 37° C inkubiert: 1. 5 cem 
Serum + Wasser auf 30ccm. 2. 5cem Enterokinaselésung + Wasser auf 
30cem. 3. 5cem Serum + 5ccem Kinase + Wasser auf 30ccm. Je 2 cem 
der Gemische wurden zu den iiblichen Caseinansaétzen bei px 3 und 8 benutzt. 
pu-Einstellung mit n Essigsiure und m/15 Phosphatpuffer. Spaltzeit 
18 Stunden. Spaltansitze bei px 3: Serum allein 18.0°., Spaltung, Kinase 
allein keine Spaltung, Serum + Kinase 18,7°,, Spaltung. Spaltansatze 
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bei px 8: Serum allein keine Spaltung, Kinase allein 10,3°,, Spaltuny 
Serum + Kinase 7,6°,, Spaltung. 


b) Aus den drei Inkubationsgemischen werden je 3 ccm entnomme: 
In diesen Flissigkeitsmengen sind enthalten !/,cem Serum bzw. !/, ccn 
Kinase bzw. '/, Serum + !/,cem Kinase. Die drei Fliissigkeiten werden in 
Zentrifugenglasern je mit 6 ccm 0,25 °,iger Caseinlésung vermiseht, und das 
Casein wird mit einigen Tropfen Acetatpuffer (px 4,7) ausgeflockt. Nach 
kurzem Zentrifugieren wird erneut mit Casein versetzt (4cem). Das Casein 
wird ausgeflockt und abzentrifugiert. Die Fallung wird mit weiteren 4 cem 
Caseinlésung wiederholt. Wie durch friithere Versuche festgestellt worden 
war, wird durch dreimalige Caseinadsorption das gesamte Serumtrypsin 
erfaBt. Die Caseinniederschlige werden nun in Wasser, das mit einigen 
Tropfen n/10 NaOH versetzt war, gelést, es wird neutralisiert und mit 
Wasser auf 13 ccm aufgefiillt. Je 6 ccm dieser Lésung werden zu den bei 
der Caseinadsorption iiblichen Ansiétzen bei pa 7 benutzt. 5ccm Null- 
abnahmen im Eisschrank aufbewahren. Spaltzeit 18 Stunden. px-Ein- 
stellung mit m/15 Phosphatpuffer. Serum allein 22,1°,, Spaltung, Kinase 
allein 6,3°,, Spaltung, Serum + Kinase 22,3°,, Spaltung. 


D. Zusammenfassende Besprechung. 


Die Sera von Pferd und Kaninchen werden mittels der nephelo- 
metrischen Methode auf ihren Proteinasengehalt gepriift. Die Priifung 
nativen Serums gegen Casein und SerumeigeneiweiB als Substrat« 
ergab deutliche katheptische Spaltung, jedoch keinerlei Fermentwirkung 
im alkalischen Gebiet. 

Um zu priifen, an welche Gruppe der SerumeiweiSkérper das 
Kathepsin gebunden ist, wurden nach Vorschrift von Hedin aus Serum 
eine Globulin- und Albuminfraktion hergestellt. Die Albuminlésung 
war weder gegen Casein noch autolytisch wirksam. Die Autolyse 
der Globulinlésung ergab das Bild einer katheptischen Spaltung, wahrend 
ihre Caseinspaltung iiberraschenderweise eine tryptische Kurvenform 
mit dem Optimum bei py7 zeigte. Aufklirung itiber Art und Zu- 
gehérigkeit dieser Spaltwirkung ergaben weitere Versuche, wahrend 
zunadchst in Anlehnung an Versuche anderer Autoren versucht wird, 
im nativen Serum durch Schiitteln mit Chloroform, Toluol und Ather 
Proteinasenwirkung hervorzulocken bzw. zu aktivieren. Diese Vor- 
behandlung blieb jedoch ohne Einflu8 auf die Autolyse und Casein- 
spaltung des Pferde- und Kaninchenserums. 

Es wurde dann der Erscheinung, daB die Lésungen ausgeflockten 
Serumglobulins sich anders verhalten als natives Serum, nachgegangen. 
Der Gedanke, daB bei der Flockung des Globulins Adsorptionsvorginge 
eine Rolle spielen kénnten, legte es nahe, Adsorptionsversuche mit 
anderen Adsorptionsmitteln anzustellen. Versuche mit Kaolinsuspen- 
sionen an Kaninchen- und Pferdeserum zeigten, daB hierbei weder ein 
viweiBspaltendes Ferment adsorbiert wird, noch die Proteinasenwirkung 
des Serums Anderung erfahrt. 
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Ganz andere Resultate ergaben Caseinadsorptionsversuche, die in 
\nlehnung an Arbeiten von Stepphuhn, Utkin-Liubowzow angestellt 
werden. Hier zeigt die Caseinspaltung die gleiche Kurvenform wie die 
Caseinspaltung durch Globulin. Am wirksamsten waren Adsorptionen 
aus Kaninchenserum. 

Edestin vermag bei ahnlicher Versuchsanordnung aus Serum 
keine Proteinasen zu adsorbieren. 

Es galt nun festzustellen, was fiir ein Ferment fiir diese Spaltung 
mit dem Optimum bei etwa py = 7 verantwortlich zu machen ist. Die 
Versuche zeigen, daB es sich nicht etwa um eine Verschiebung des 
katheptischen Optimums durch mitadsorbierte Serumbestandteile 
handeln kann, sondern da bei der Adsorption ein tryptisches Ferment 
freigelegt wird. 

Versuche mit kiinstlichen Kathepsin-Trypsingemischen bestatigen 
diese Auffassung. In solechen Gemischen wurden Caseinfaillungen, wie 
beim Serum durchgefiihrt, angestellt. Es zeigte sich, daB die Rest- 
lisung von der Fallung vornehmlich katheptisch wirksam ist, wahrend 
der gréBte Teil des Trypsins und ein geringer ‘Teil des Kathepsins 
vom Casein adsorbiert werden. Optimum-py-Kurven mit diesem Casein 
gleichen véllig denen der Caseinadsorptionen aus Serum. Soumit er- 
scheint es sicher, daB im Serum von Pferd und Kaninchen zwei Pro- 
teinasen vorkommen, ein Kathepsin, dessen Wirkung nicht gehemmt 
ist, und ein Trypsin, das vermutlich durch das SerumeiweiB selbst 
gebunden ist und erst in Erscheinung tritt, wenn es aus Serum durch 
Caseinfallung adsorbiert wird. 

Im Verhalten gegen H,S und HCN gleicht das Serumkathepsin 
dem der Blutkérperchen und Organe. Aktivierung wurde nur gegen 
Gelatine (jedoch nur bei Verwendung von H,S) beobachtet. 

Enterokinaselésung aus Darmschleimhaut hatte weder einen Kin- 
flu8 auf die Caseinspaltung durch natives Serum, noch vermochte 
sie die tryptische Wirkung der Serumproteinase nach Caseinadsorption 
zu aktivieren. 
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Uber eine neue Reaktion zur 
qualitativen und quantitativen Bestimmung des Phenylalanins. 


Von 
Regine Kapeller-Adler, 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitit.) 


(Eingegangen am 16. Juni 1932.) 


I, 

Unter den EiweiBbausteinen gehért das Phenylalanin zu den relativ 
schwer bestimmbaren Verbindungen. Die von E. Fischer’ angegebene 
teaktion des Phenylalanins mit Kaliumbichromat und Schwefelsdure, 
welche das Auftreten des charakteristischen Geruchs nach Phenyl- 
acetaldehyd zur Folge hat, ist wohl sehr empfindlich und fiir das Pheny]l- 
alanin beweisend, laBt sich jedoch nicht quantitativ auswerten. Die 
bisher geiibten Bestimmungsmethoden des Phenylalanins in den ein- 
zelnen Proteinen griinden sich auf die Isolierung des Phenylalanins 
aus der hydrolytischen Zersetzungsfliissigkeit der EiweiBstoffe nach der 
Estermethode von E£. Fischer. 

G. Kollmann® hat eine Methode zur quantitativen Phenylalanin- 
bestimmung ausgearbeitet, welche auf der Uberfiihrung von Phenylalanin 
in Benzoeséure beruht. Gegeniiber der Estermethode bietet dieses Ver- 
fahren den Vorteil einer relativ bequemen Ausfiihrbarkeit und eines ge- 
rhigeren Materialaufwandes, ist aber an sich noch ziemlich zéitraubend. 

In jiingster Zeit ist eine Methode zur quantitativen Phenylalanin- 
bestimmung von M. Brazier* bekannt geworden, welche auf der Wasser- 
unléslichkeit des Phenylalaninkupfers basiert. Das Verfahren ist jedoch 
ebenfalls sehr umstaéndlich und seinem Wesen nach unscharf,. 

Bei den erwahnten Bestimmungen handelt es sich vor allem durch- 
weg um Makromethoden; eine Mikromethode, wie sie der modernen Ana- 
lyse entspricht, ist bisher fiir das Phenylalanin nicht beschrieben worden, 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte nun der Versuch unter- 
nommen werden, eine fiir das Phenylalanin beweisende Reaktion 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 176, 1901. 
2 Diese Zeitschr. 194, 1, 1928. 
3 Biochem. J. 24, 1188, 1930. 
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ausfindig zu machen und diese woméglich zu einer quantitativen Mikro 
bestimmung auszugestalten. Am aussichtsreichsten in dieser Beziehuny 
erschien uns die Auffindung einer fiir das Phenylalanin §spezifischen 
Farbenreaktion. 


Da das Phenylalanin leicht durch Oxydation in Benzoesdure iibe: 
geht, legten wir uns die Frage vor, ob nicht etwa eine fiir die letzter 
Substanz charakteristische Farbenreaktion dem Nachweis des Pheny!. 
alanins nutzbar gemacht werden kénnte. 


Mohler’ hat eine empfindliche Nachweisreaktion fiir Benzoesaure 
angegeben, welche darin besteht, da8 die Benzoeséure durch Nitrierung 
und darauffolgende Reduktion mit Schwefelammon eine intensive Rotbraun 
farbung liefert. Von der Heide und Jakob? und Grossfeld®? haben die von 
Mohler angegebenen Reaktionsbedingungen modifiziert und hierdurch den 
Nachweis der Benzoesaure sicherer gestaltet. Grossfeld hat diese Reaktion 
sogar zu einer kolorimetrischen Benzoeséiurebestimmung ausgebaut. Den 
Reaktionsverlauf stellen sich die genannten Autoren so vor, daB die Benzoe 
siure durch Nitrierung in die symmetrische Dinitrobenzoesaure iibergehe. 
welche ihrerseits durch Reduktion mit Schwefelammon oder mit Hydroxy! 
aminchlorhydrat in Gegenwart von Ammoniak ein Gemenge der rotbraun 


gefirbten Ammoniumsalze der Amidonitro- und Diamidobenzoesaure 


liefere. Diese Erklérung der beschriebenen Benzoesiéurereaktion hat seh: 


wenig Wahrscheinlichkeit fiw sich, weil nicht einzusehen ist, warum die 


Ammoniumsalze der entstandenen Sauren intensiv rotbraun gefarbt sein 
sollten. Wir kommen auf die Interpretierung dieser Umsetzung weiter 
unten noch einmal zu sprechen. 


Wir unternahmen nun den Versuch, diese Reaktion direkt auf 


das Phenylalanin zu iibertragen, von der Vorstellung ausgehend, die 


starke Salpetersiure des Nitriergemisches wiirde zunichst das Pheny|- 
alanin zu Benzoesiure oxydieren, welche Substanz im weiteren Re- 
aktionsverlauf nitriert und, mit Hydroxylamin in Gegenwart von 
Ammoniak reduziert, eine Rotbraunfarbung liefern wiirde. Zu unserem 
gréBten Erstaunen erhielten wir jedoch bei der Behandlung von Pheny!- 
alanin mit Nitriergemisch und darauffolgender vorsichtiger Reduktion 
in ammoniakalischer Lésung statt der erwarteten Rotbraunfarbung 
eine intensive Blauviolettfarbung. 

Somit kann bei der Einwirkung starker Salpetersiure auf Pheny!- 
alanin keineswegs Benzoesiure, sondern es mu ein anderer Stoff 
gebildet worden sein. 


Bei der Durchsicht der diesbeziiglichen Literatur stieBen wir auf eine 
Arbeit von Mérner*, welche eine Bestaétigung unserer Beobachtung betreffs 


1 Bull. soc. Chem. 3, 414, 1890; Zeitschr. f. anal. Chem. 36, 202, 1897. 
2 Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 19, 141, 1910. 

3 Ebenda 80, 271, 1915; 58, 467, 1927. 

4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 95, 289, 1915. 
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der Nitrierung von Phenylalanin enthalt. Mérner konnte namlich nachweisen, 
daB beim Nitrieren des Phenylalanins Benzoeséure als Zwischenprodukt 
nicht auftritt, sondern es entsteht bei dieser Umsetzwng p-Nitrobenzoesdure. 
und zwar auf direktem Wege, keineswegs iiber Benzoesaure. 

Fir das Auftreten verschieden gefarbter Endprodukte bei der 
Mohlerschen Benzoesaiurereaktion einerseits und der analogen Um- 
setzung des Phenylalanins andererseits muB also das von Benzoesaure 
offenbar divergierende Verhalten der p-Nitrobenzoesiure bei der 
fraglichen Reaktion verantwortlich gemacht werden. Zwecks Er- 
hirtung dieser Behauptung wurde ein reines Praparat kauflicher 
p-Nitrobenzoesaure, analog wie oben bei Benzoesfiure und Phenylalanin 
beschrieben, verarbeitet. Es resultierte hierbei tatsachlich dieselbe 
Blauviolettfarbung wie bei der Umsetzung des Phenylalanins. 

Die von uns fiir das Phenylalanin aufgefundene Farbenreaktion 
wird somit bedingt durch das intermedidre Auftreten von p-Nitrobenzoe- 
siure bei der Einwirkung von starker Salpetersiure auf Phenylalanin 
und kann auch zum Nachweis von p-Nitrobenzoesiure herangezogen 
werden. 

In diesem Zusammenhang erscheint es nicht uninteressant, zu erwahnen, 
daB schon Welter bei Behandlung von Rindshaaren mit kochender Salpeter- 
siure eine Substanz erhalten hat, die seinen Beschreibungen zufolge p-Nitro- 
benzoeséure gewesen sein diirfte. Nencki und Sieber* erwaihnen diese Saiure 
zum ersten Male im Zusammenhang mit der EiweiBchemie. Sie erhielten 
p-Nitrobenzoeséure aus Haémoglobin, Casein und SerumeiweiB durch 
Einwirkenlassen rauchender Salpeterséure. Diese Reaktion ist dann 
vollends in Vergessenheit geraten, bis sie Mérner wieder ans Tageslicht 
brachte. 

Auf der Suche nach einer neuen Farbenreaktior fiir das Pheny]l- 
alanin hat nun der Zufall auch uns diese Substanz in die Hinde gespielt. 


Il. 


Welche sind nun die Reaktionsprodukte bei der Umsetzung von 
Phenylalanin bzw. p-Nitrobenzoesiure mit Nitriergemisch und darauf- 
folgender vorsichtiger Reduktion mit Hydroxylaminchlorhydrat in 
Gegenwart von Ammoniak ? 

Wahrend des Studiums dieser Frage fielen uns Arbeiten von Meisen- 
heimer® in die Hande, welche uns der Lésung obigen Problems naher brachten. 
Meisenheimer und Mitarbeiter haben gefunden, da®8 durch vorsichtige 
Reduktion des o- und p-Dinitrobenzols mit Hydroxylamin in Gegenwart 
von iiberschiissigem Alkali tiefgefarbte Lésungen gebildet werden, welche 
die Reduktionsprodukte der erwahnten Substanzen in Form von Alkali- 


1 Ann. 29, 301, 1799. 
2 Arch. f. exper. Pathol. 20, 334, 1886. 
3 Ber. 36, 4174, 1904; 39, 2533, 1906; 52, 1161, 1919. 
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salzen enthalten. Diese Beobachtung erklaren die Autoren durch die An- 
nahme folgenden Reaktionsverlaufes : 

CeH4(N Og)o — 2 NH,OH ae ad 2 NaOH = CoH, ( = NO,Na), * z 4 H,O + N;, 
d.h. also, daB primar zwei Wasserstoffatome an die Sauerstoffatome der 
Nitrogruppen angelagert werden, unter Bildung von diaci-Dihydrodinitro- 


benzolen: 
O 


—N<o =N—0—OH 
T= 

—N<o '—-N—O— OH 

bzw 

n<0 N—O—OH 

| | 
—_ Hy —_> 

| 

n<0 N—0—OH 


Den Verfassern ist es auch in der Tat gelungen, die Richtigkeit des 
beschriebenen Reaktionsverlaufes zu beweisen, einmal durch Isolierung 
der tiefgefarbten Alkalisalze und deren Identifizierung durch Elementar- 
analyse, weiter durch quantitative Bestimmung des entweichenden Stick- 
stoffs. Letztere Analyse ergab, daB die Reaktion quantitativ in dem ge- 
schilderten Sinne verléuft. Als weitere Stiitze fiir diese seine Auffassung 
diente Meisenheimer die Feststellung, daB die intensiv gefarbten Alkali- 
salze beim Behandeln mit Mineralséure je zwei isomere Nitronitrosobenzole 
lieferten, welche durch Wasserabspaltung aus den diaci-Dihydrodinitro- 
benzolen entstanden sein miissen: 


—N—O—OH NO NO, 
Z. B. — | und 
\ /=N—O—OH \ JNO, NO 


‘Die hier beschriebenen Reaktionsprodukte aromatischer o- und p-Di- 
nitroverbindungen stehen in naher Beziehung zu den Chinonen; man kann 
sich sie entstanden denken durch Ersatz von Sauerstoff durch die Isonitro- 
gruppe. Bekanntlich sind o-chinoide Verbindungen intensiver gefarbt als 
p-chinoide. Damit stehen auch die von Meisenheimer isolierten Alkalisalze 
im Einklang, denn die Alkalisalze der o-Verbindungen sind dunkelviolett, 
diejenigen der p-Verbindungen hingegen rotbraun. Das m-Dinitrobenzo! 
wird nach Meisenheimer unter gleichen Bedingungen wie der 0- und der 
p-Stoff durch das Hydroxylamin nicht reduziert, sondern substituiert, wobei 
keinerlei gefarbte Verbindung entsteht. 


Da bei der von uns angegebenen Reaktion des Phenylalanins mit 
Nitriergemisch und der darauffolgenden Reduktion mit Hydroxylamin 
eine dunkle blauviolette Firbung entsteht und wir andererseits gefunden 
haben, daB p-Nitrobenzoesiure dasselbe Verhalten zeigt, miissen wir 
auf Grund der Arbeiten von Meisenheimer annehmen, daB bei der 
Nitrierung sowohl des Phenylalanins als auch der p-Nitrobenzoesiure 
eine 0-Dinitrobenzoestiure entstehen muB, welche bei vorsichtiger Re- 
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duktion mit Hydroxylamin in Gegenwart von iiberschiissigem Am- 
moniak in das tiefblau gefarbte Ammoniumsalz der o-diact- Dihydrodinitro- 
benzoesdure iibergeht. Der Reaktionsverlauf ware folgendermaBen zu 
skizzieren : 


CH,CH(NH,g)COOH COOH COOH COONH, 


Y 


a > — 


O 


—N<p =N—O—ONH, 


NO, 0 


<H N—O—ONH, 


Bei der Nitrierung der p-Nitrobenzoesiure muB somit eine weitere 
Nitrogruppe in o-Stellung zur schon vorhandenen getreten sein. Tat- 
sichlich ist es bekannt!, daB die p-Nitrobenzoesadure bei der Nitrierung 
mit Salpeterschwefelsiure neben 2, 4-Dinitrobenzoesiure die 3, 4- 
Dinitrobenzoesdure liefert. Behandelt man die erhaltene tiefgefarbte 
Lésung mit Salzsiure, so erhalt man ebenso, wie es Meisenheimer be- 
schrieben hat, eine zitronengelbe Fliissigkeit, die offenbar ein Gemenge 
zweier isomerer Nitro-Nitrosobenzoesduren darstellt : 

COOH COOH 


und 


NO NO, 
NO, NO 


Samtliche Versuche, eines dieser beiden Isomeren zu_fassen, 
schlugen fehl. Anscheinend erfolgt die Bildung letzterer Substanzen 
nicht glatt, worauf schon Meisenheimer bei der Darstellung der 
entsprechenden Toluolderivate hinzuweisen Gelegenheit hatte®. Wir 
erhielten bei den diesbeziiglichen Versuchen eine harzige Substanz, 
welche bei der weiteren Behandlung nur sehr sparliche Kristalle lieferte, 
so daB eine Identifizierung unmdglich war. 

Wir méchten nun noch kurz auf die Mohlersche Benzoesaure- 
reaktion zuriickgreifen, bei welcher, wie schon vielfach erwahnt, nach 
Nitrierung und darauffolgender Reduktion in ammoniakalischer Losung 
eine rotbraun gefairbte Fliissigkeit resultiert. Auf Grund der Fest- 
stellungen von Meisenheimer und unserer eigenen nunmehrigen Er- 
fahrungen muB dem Endprodukt der Mohlerschen Reaktion folgende 
Konstitutionsformel zugrunde liegen: 

COONH, 
N—O—ONH, 


H,NO—ON 


1 Claus, Ber. 18, 815, 1880. 
2 Ber. 52, 1161, 1919. 
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Die rotbraune Fliissigkeit enthalt somit das Ammoniumsalz einer p-diac- 
Dihydrodinitrobenzoeséure. 

Eine Stitze fiir diese Auffassung finden wir in folgenden Literatur. 
angaben: Beim Nitrieren mit Salpeterschwefelsiure ergibt die Benzov- 
siure im wesentlichen m-Nitrobenzoeséiure neben erheblichen Mengen 
von o-Saure und Spuren p-Saure'. Bei weiterer Nitrierung entsteht 
aus der m-Nitrobenzoesiure hauptsichlich die symmetrische Dinitro- 
benzoesiure?, und aus der o-Saure neben der 2, 4-(meta-) Dinitrobenzoe- 
siure auch die 2, 5-(para)-Dinitrobenzoesdéure®. Diese 2, 5-Dinitro- 
benzoesiure ist es, welche bei der auf die Nitrierung folgenden vor- 
sichtigen Reduktion mit Hydroxylamin und Ammoniak die Rotbraun- 
farbung der Reaktionslésung bedingt, weil sie bei dieser Prozedur das 
Ammoniumsalz einer p-diaci-Dihydrodinitrobenzoesdure, welches ent- 
sprechend den Feststellungen von Meisenheimer rotbraun gefarbt sein 
muB, liefert. Die bei der erschépfenden Nitrierung der Benzoesiure 
neben dieser p-Dinitrobenzoesaure entstandenen m-Dinitrobenzoc- 
siuren (1, 2,4- und 1, 3, 5-) reagieren mit Hydroxylamin nicht unter 
Reduktion, sondern unter Substitution, wobei ungefarbte Produkte 
entstehen. 


Ill. 

Nachdem wir iiber die Netur der Reaktionsprodukte der neuen 
Phenylalaninreaktion ins Klare gekommen waren, gingen wir daran, 
die Reaktionsbedingungen in Hinblick auf ihre Verwertbarkeit fiir eine 
kolorimetrische Bestimmung des Phenylalanins zu untersuchen. Wir 
muBten uns vor allem davon iiberzeugen, ob die auftretenden Reaktions- 
produkte eine Konstanz in ihrer Farbung aufwiesen. Da bekannter- 
maBen Nitrierungen von verschiedenen Faktoren abhangig sind, war 
es méglich, daB die erwarteten Farbungen schwankend und unvergleich- 
bar sein wiirden. 

Nachpriifungen ergaben jedoch, da®B unter genauer Einhaltung 
gleicher Bedingungen die Farbungen mit auBerster Scharfe reproduzier- 
bar waren und sich gut miteinander vergleichen lieBen. 

Ubrigens fand auch Holdermann*, daB bei Innehaltung der gleichen 
Arbeitsbedingungen das Verhaltnis der Nitrierungsprodukte sehr 
konstant ist. 

Im folgenden bringen wir die Beschreibung der Methode zur quanti- 
tativen Phenylalaninbestimmung : 


1 Griess, Ber. 8, 526, 1875; Hollemann, Zeitschr. f. physik. Chem. 31. 
79, 1899. 

2 Tiemann, Ber. 3, 224, 1870. 

3 Griess, Ber. 7, 1225, 1874. 

* Ber. 39, 1255, 1908. 





20 

kal 
vel 
Scl 
sch 
kil 
bre 
am 
wil 
vet 


bel 
fli 


, 


ent 
Be 


Lo: 


Zul 
ber 


dai 
Re 


lic] 


Ve 


vol 








diaci- 


ratur- 
NZO0e- 
engen 
steht 
nitro- 
nZoe- 
nitro- 

vor- 
raun- 
r das 

ent- 

sein 
saure 
nZoe- 
unter 


lukte 


euen 
Aran, 
eine 
Wir 
io is- 
nter- 
war 
eich- 


tung 
izier- 


chen 


sehr 


anti- 


. dl. 





Reaktion zur Bestimmung des Phenylalanins. 19] 


Erforderliche Reagenzien: 

a) Nitriergemisch. 10g Kaliumnitrat p.a. werden in 100cem konz. 
Schwefelséure p. a. gelést. 

b) 15°.ige wdsserige Lésung von Hydroxylaminchlorhydrat (Merck, 
95 bis 98° ig). 

c) Konz. Ammoniak, 

d) Phenylalaninstandardlésung. 0,1 ¢ Phenylalanin werden in 100 cem 
ammoniakhaltigen Wassers gelést. 1 ccm dieser Lésung entspricht | mg 
Phenylalanin. 


Beschreibung der Methode. 


1 bis 4mg Phenylalanin werden im festen Zustand in einem 
Kristallisierschalchen mit 2ccm des Nitriergemisches versetzt und 
20 Minuten lang am siedenden Wasserbad erwarmt. Nach dem Er- 
kalten wird der Inhalt des Schalchens vorsichtig mit wenig Wasser 
versetzt und in eine 25-ccm-MeBeprouvette hiniibergespilt. Das 
Schalchen wird zweimal mit sehr wenig Wasser nachgespilt, so daB 
schlieBlich die MeBeprouvette 5 ccm Fliissigkeit enthalt. Zum Ab- 
kiihlen wird nun letztere in ein Becherglas mit eiskaltem Wasser ge- 
bracht und nach dem Erkalten die Fliissigkeit mit 5 cem der Hydroxyl- 
aminchlorhydratlésung versetzt und kriftig geschiittelt. SchlieBlich 
wird unter starker Kiihlung —- am besten durch Eintauchen der Eprou- 
vette in ein Becherglas mit Eiswasser -- vorsichtig mit konzentriertem 
\mmoniak bis zur Marke 25 aufgefillt. An der Beriihrungstlache 
beider Flissigkeiten entsteht alsbald ein violetter Ring. Die Reaktions- 
fliissigkeit wird nun unter Kihlung unter dem Leitungsstrah] durch 
Umschwenken vorsichtig gemischt, wobei eine heftige Stickstoff- 
entwicklung einsetzt.' Nun wird die Eprouvette fiir 5 Minuten in ein 
Becherglas mit Wasser von 40° gebracht. Hier farbt sich schon die 
Lésung schwachviolett. Nach dieser Zeit wird das Reagenzglas fiir 
15 Minuten in ein Becherglas mit eiskaltem Wasser gebracht, wobei es 
zur Entwicklung des Farbmaximums kommt. Nach 15 Minuten kann 
bereits mit einer analog behandelten Phenylalaninstandardlésung 
(1 bis 4 cem dieser Lésung werden zunachst zur Trockne gebracht und 
dann wie oben verarbeitet) verglichen werden. 


Grundbedingung fiir die Erlangung brauchbarer einwandfreier 
Resultate ist die Nitrierung wasserfreien Phenylalanins und die pein- 
lichste Einhaltung gleicher Arbeitsbedingungen. 


Nachstehend ein Auszug aus den Protokollen. 


Die beziiglich der Empfindlichkeit dieser Reaktion angestellten 
Versuche ergaben, da8 noch 0,1 mg Phenylalanin in einem Flussigkeits- 
volumen von 15 cem eine deutliche Rosafarbung liefern. 
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Tabelle I. 

Zur Bestimmung Gefundenes Zur Bestimmung Gefundenes 
verwendetes Phenylalanin verwendetes Phenylalanin 
Phenylalanin Phenylalanin .) 

mg mg mg mg 
1,00 1,08 2,50 2,50 
1,00 0,99 2,50 2.60 
1,00 0,95 2,77 2,68 
1,53 1,40 2,85 2,64 
2,00 2,00 3,72 3,58 
2,00 2,00 4,00 4,00 
2,50 2,50 4,00 4,05 





Die Violettfarbung ist einige Stunden hindurch unverandert haltbar 


Ablesungen nach 4 bis 5 Stunden ergaben die gleichen Resultate wie 


solche nach 15 Minuten. 
IV. 
Bestimmung von Phenylalanin in EiweifBhydrolysaten. 


In weiterer Arbeitsfolge sollte diese Reaktion auf ihre Verwendbar- 
keit fiir eine quantitative Bestimmung des Phenylalanins in Eiweil- 
hydrolysaten gepriift werden. Zu diesem Zweck muBte vorerst fest- 
gestellt werden, wie sich die anderen in EiweiBhydrolysaten vor- 
kommenden Aminosiuren dieser Reaktion gegeniiber verhielten 
Unter diesen kamen vor allem die zyklischen Verbindungen, und zwar 
das Tryptophan, Histidin, Tyrosin, Prolin und Oxyprolin in Frage 


Das Tryptophan gab wohl mit Salpeterschwefelsiure und bei 
nachfolgender Reduktion mit Hydroxylamin in Gegenwart von Am- 
moniak eine braungefdrbte Lésung, schied aber von vornherein aus, 
weil es bei der Sdéurehydrolyse von Eiwei8 vollkommen zerstért wird 


Das //istidin reagierte bei analoger Behandlung mit Salpeter- 
schwefelsiure und Hydroxylamin unter Bildung einer zitronengelben 
Farbung, konnte aber aus dem Hydrolysat durch Ausfdllung mit 
Phos phorwolframsdéure unter Einhaltung bestimmter VorsicktsmaBregeln, 
welche weiter unten gegeben werden, quantitativ entfernt und so vom 
Phenylalanin abgetrennt werden. Das Phenylalanin wird namlich 
im Gegensatz zu Histidin durch Phosphorwolframsiure aus eine! 
0,125°% igen Lésung! und in Anwesenheit von Leucin, welches ja in 
jedem EiweiBhydrolysat reichlich vorhanden ist, sogar aus einer 
0,5% igen Lésung nicht mehr gefallt?. 


1 Schultze u. Winterstein, Zeitschr. f. phys. Chem. 33, 574, 1901; 35, 
210, 1902. 
2 Levene, Zeitschr. f. phys. Chem. 47, 149, 1906. 





g¢ 


u 
gé 


ta 








bar 
wie 


bar- 
reib- 
fest- 
vor- 
ten 
wal 
age 

bei 
A m- 
aus, 
rird 
ter- 
lhe n 
mit 
eln, 
yom 
lich 
ine! 
1 in 
iner 


35, 





Reaktion zur Bestimmung des Phenylalanins. 193 


Prolin und Oxyprolin lieferten bei dieser Reaktion keine gefdrbten 
Verbindungen. 


Das Tyrosin gab mit Salpeterschwefelsiure das intensiv gelb 
gefarbte Dinitrotyrosin, welches mit Hydroxylamin und Ammoniak 
gelb blieb und die Phenylalaninreaktion empfindlich stérte. Das 
Tyrosin muB also unbedingt vor der Phenylalaninbestimmung quanti- 
tativ eliminiert werden. 


Wir versuchten in dieser Hinsicht verschiedene Reaktionen. Zunachst 
glaubten wir, das Tyrosin an Blutkohle adsorbieren zu kénnen, kamen 
jedoch bald zur Uberzeugung, daB die Adsorption nicht quantitativ verlauft, 
was wir auch in der Literatur bestatigt fanden'. 

Chlordioxyd zerstért angeblich Tyrosin und Histidin, Phenylalanin 
dagegen nicht*. Diese Reaktion erschien uns sehr verlockend, da so in einer 
Prozedur beide st6renden Substanzen, das Tyrosin und Histidin, entfernt 
wiirden. Einige von uns in dieser Richtung durchgeftithrten Versuche 
fiihrten jedoch zu dem Ergebnis, daB auch Phenylalanin durch Chlordiox yd 
merklich zerstért wird, also muBte auch dieser Weg als ungangbar ver- 
lassen werden. 

Eine Trennung des Leucins vom Tyrosin beruht auf der Schwerldslich- 
keit des Tyrosins in Eisessig®. Da das Phenylalanin in Eisessig relativ 
leicht léslich ist, hofften wir auf diese Art das letztere vom Tyrosin befreien 
zu kénnen. Aber auch diesbeziigliche Versuche blieben resultatlos, weil 
immerhin noch geniigende Mengen Tyrosin von Eisessig gelést wurden 
und die Phenylalaninreaktion stérten. 


Da das Tyrosin sich vom Phenylalanin durch einen Gehalt an einer 
phenolischen Hydroxylgruppe unterscheidet, und solche Verbindungen 
einer Oxydation bekanntermaBen leicht zuginglich sind, versuchten wir 
schlieBlich das Phenylalanin vom Tyrosin durch Oxydatign zu trennen. 


Die zunaichst mit Wasserstoffsuperoryd als Oxydationsmittel 
unternommenen Versuche schlugen fehl, weil hierbei auch das Pheny|- 
alanin zum Teil angegriffen wurde. Dagegen fanden wir im Kalium- 
permanganat ein geeignetes Mittel, um Phenylalanin vom Tyrosin zu 
befreien, und zwar fiihrten wir die Oxydation in saurer Lésung durch. 


Uber die Oxydierbarkeit des Tyrosins durch Kaliumpermanganat 
findet sich bis jetzt eine einzige Angabe*, und zwar wurde hierbei das 
Kaliumpermanganat in alkalischer Lésung zur Anwendung gebracht. 
Beziiglich einer Oxydation des Tyrosins mit Kaliumpermanganat in saurer 
Lésung ist nichts bekannt. 


In unseren Versuchen fanden wir nun, daB das T'yrosin bereits 
in der Kalte sogar durch n 10 Kaliumpermanganatlésung vollkommen 


1 Warburg, diese Zeitschr. 113, 259, 1921. 

2 Schmidt, Ber. 54, 1871 u. 3243, 1921; 54, 1529, 1922. 

3 Habermann, Zeitschr. f. phys. Chem. 37, 18, 1902; 59, 321, 1926. 
* Denis, J. of biol. Chem. 10, 74, 1911. 
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oxydiert wird. Die Millonsche und die Xanthoproteinreaktion bleiben 
augenblicklich aus. 

Das Phenylalanin wird durch n/10 Kaliumpermanganatlésung 
in der Kadlte nicht angegriffen. 

Die Bestimmung von Phenylalanin in Gegenwart von Tyrosin 
gestaltete sich nun folgendermaBen: Die das Gemenge von Phenylalanin 
und Tyrosin enthaltende Fliissigkeit wurde mit 5ccm 2 n Schwefel 
siure und tropfenweise mit n/10 Kaliumpermanganatlésung bis zur 
beginnenden Rosafirbung versetzt und hierauf am Wasserbad ein- 
geengt. Von Zeit zu Zeit iiberzeugte man sich durch tropfenweises 
Hinzufiigen von n 10 Kaliumpermanganatlésung, ob alles Tyrosin 
wegoxydiert worden ist, was daran zu erkennen war, dab das Kalium- 
permanganat nicht mehr entfairbt wurde. Nachdem die Fliissigkeit bis 
zur Oligen Konsistenz eingeengt worden war, wurde sie nach dem 
Erkalten mit 2ccm Nitriergemisch 20 Minuten lang erwarmt und 
sonst wie oben beschrieben verarbeitet. 


Folgende Resultate wurden erhalten: 


Tabelle 11. 





¢ P Gefunden Phenylalanin 
Zur Bestimmung gelangten 


mg 
2 mg Phenylalanin neben 2 mg Tyrosin 1,914 
Dasselbe 1.970 
‘ 2,000 


Nach Uberwindung dieser letzten Schwierigkeit gingen wir nun 
an die Versuche einer quantitativen Bestimmung von Phenylalanin 
in EiweiBhydrolysaten heran. 

' Die Hydrolyse von Eiwei8 (1,5 bis 3g) bewerkstelligten wir durch 
20stiindiges Kochen mit 25°,iger Schwefelsiure. Das dunkelbraun ge- 
farbte Hydrolysat wurde klar filtriert und auf ein bestimmtes Volumen 
aufgefiillt (100 cem). Zwecks Entfernung des stérenden Histidins wurde 
das Hydrolysat mit Phosphorwolframséure gefallt, welche Fallung auch 
den Vorteil hatte, daB die braunen Zersetzungsprodukte des Tryptophans 
an den Phosphorwolframséureniederschlag adsorbiert wurden, so daB ein 
wasserklares, farbloses Filtrat resultierte. | Die Phosphorwolframséure 
darf jedoch keineswegs im Uberschu8 vorhanden sein, weil ein solcher die 
Phenylalaninbestimmung stért. Die Fallung wurde so vorgenommen, da 
das Hydrolysat mit der entsprechenden Menge 10°,iger Schwefelséure 
und 10°, iger Phosphorwolframséure — die zu verwendenden Mengen 
schwanken je nach EiweiSart und sind weiter unten bei den einzelnen 
untersuchten Proteinen angefiihrt — versetzt und auf etwa 180 ccm mit 
destilliertem Wasser verdiinnt wurde. Hierauf wurde auf einem siedenden 
Wasserbad so lange erwarmt, bis die Basenfallung fast ganz wieder in Lésung 
gegangen war und dann iiber Nacht abkiihlen gelassen. Am _ néchsten 
Tage wurde filtriert, der Niederschlag mit schwefelsiurehaltigem Wasser 
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nachgewaschen und das Filtrat auf 200 ccm aufgefiillt. Ein aliquoter Teil 
(meist 20 ccm) des wasserhellen Filtrats wurde nun zur Eliminierung des 
Tyrosins mit n/10 Kaliumpermanganatlésung portionsweise in der Kalte 
bis zur schwachen Rosafairbung versetzt und am siedenden Wasserbad 
eingedampft. Von Zeit zu Zeit wurde gepriift, ob Kaliumpermanganat- 
lésung nicht mehr entfairbt wurde. 

War die Fliissigkeit bis zur éligen Konsistenz eingeengt, so wurde 
nach dem Erkalten mit 2cem Nitriergemisch versetzt und 20 Minuten 
lang am siedenden Wasserbad erwarmt. Das Nitrierungsprodukt wurde 
mit wenig Wasser in die 25-ccm-MeSeprouvette hiniibergespiilt, das 
Kristallisierschalchen, in welchem die Nitrierung vorgenommen worden 
war, mit wenig Wasser nachgespilt. Das Fliissigkeitsvolumen betrug 
jetzt etwa 8 bis 9cem. Nun wurden unter Kiihlung 5cem der Hydroxyl- 
aminchlorhydratlésung hinzugesetzt, hierauf wurde kraftig geschiittelt 
und unter Eiskiihhing mit konzentriertem Ammoniak vorsichtig bis zur 
Marke aufgefiillt. Die weitere Aufarbeitung war vollkommen analog der 
oben beschriebenen. 

War das Tyrosin vollkommen zerstért worden, so erhielt man farblose 
Nitrierungsprodukte; bei Anwesenheit von nur Spuren Tyrosin resultierte 
eine gelbe Farbung, welche bei der weiteren Verarbeitung mit H ydroxylamin 
und Ammoniak die Phenylalaninreaktion empfindlich stérte. 

Die bei der Untersuchung von EiweiBhydrolysaten erhaltenen 
Farbungen lieBen sich im allgemeinen sehr gut mit einer optisch gleich- 
wertigen Phenylalaninstandardlésung vergleichen. 

Mitunter kam es jedoch vor, daB ein briunlicher Farbton, welcher 

. . - . . , ° . 
erst in der letzten Phase der Reaktion, namlich beim Ubersittigen der 
Lésung mit starkem Ammoniak auftrat, den kolorimetrischen Vergleich 
der violetten Fliissigkeit erscltwerte. In solchen Fallen half man sich 
durch Vorschalten eines blauen Glases vor das Okular. 

Im folgenden bringen wir die Analysenwerte verschiedener Proteine. 


Tabelle 111. 

1. Casein. 
Je 1,5 g Casein wurden mit 7,5ccem 25°,iger Schwefelsiure hydrolysiert. 
Das Hydrolysat wurde auf 100 ccm aufgefillt und mit 18 cem 10° iger 
Schwefelsiure und 45 ccm 10°, iger Phosphorwolframsaure gefallt. Filtrat 
auf 200 ccm aufgefiillt. Je 20 ccm Filtrat wurden fiir eine Bestimmung 
verarbeitet, hierzu 15 ccm n/10 Kaliumpermanganatlésung portionsweise 





zugesetzt. 
Gefundenes Phenylalanin Mittelwert Literaturwerte 
. ‘ a Autoren 
0 10 0 
(4,52 | 
ney | 2,.75—3,20 E. Fischer, A bderhalde n 
ite star * 
4,81 5.00 und Mitarbeiter 
{5,26 | 
15.28 2.68—3,40 G. Kollmann** 
5,33 


* Vgl. Kestner, Chem. d. Eiweifkérper, S. 304, 1925. 
** Biochem. Zeitschr. 194, 1, 192k. 
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2. Legumin. 


Je 1,5 g Legumin wurden wie oben hydrolysiert und auf 100 cem aufgefiillt. 
Das Hydrolysat mit 13,5 ccm 10° ,iger Schwefelsaure und 33,5 cem 10 ”,iger 


Phosphorwolframsaure gefallt. Filtrat auf 200 ccm aufgefiillt. Je 20 cem 
Filtrat mit 8 cem n/10 Kaliumpermanganat portionsweise versetzt. 





Gefundenes Phenylalanin Mittelwert Literaturwerte 
0 0 0 Vv Vo 
4,42 
4,70 
4,94 
5,20 4,98 
4,81 
15,40 
15.42 


* Ergebn. d. Physiol. 10, 112, 1910, 


3. Edestin. 


Autoren 


Osborne * 


G. Kollmann 


Je 1,5 g Edestin wie oben hydrolysiert, auf 100 ccm aufgefiillt, Hydrolysat 

mit 22,4cecm 10° ,iger Schwefelsfure und 56ccm 10°,iger Phosphor- 

wolframsaure gefallt. Filtrat auf 200 ccm aufgefiillt, je 20 cem mit 10 cem 
n/10 Kaliumpermanganatlésung portionsweise versetzt. 





Gefundenes Phenylalanin Mittelwert Literaturwerte 
0 0 O69 9 

{3,55 lw 9 4 | 

(3,81 ‘ Re 

_ {4,01 392 | 

‘ 4,01 

4,25 


3,21—3,73 


* Vgl. Nestner, S. 231. 


4. Hamoglobin. 


Autoren 


Abderhalden und Mit- 
arbeiter * 


Kollmann 


Je 1,5 g Hamoglobin wie oben hydrolysiert, auf 100 cem aufgefiillt. Hydro- 

lysat mit 15cem 10°, iger Schwefelsiure und 37,5 ccm 10° iger Phosphor- 

wolframsaéure gefallt. Filtrat auf 200 ccm aufgefiillt, je 20 cem Filtrat mit 
6cem n/10 Kaliumpermanganat nach und nach versetzt. 





Gefundenes Phenylalanin Mittelwert Literaturwerte 
9/9 0 0 9/5 
5,08 
5,18 
5,30 
5,32 5,34 
5,49 
5,40 
5,61 


* Vgl. Kestner, S. 358. 


Autoren 


Abderhalden und Mit- 
arbeiter * 


Kolimann 


— 
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5. Elastin. 




















lt. Je 1,5g Elastin mit 7,5cem 25°,iger Schwefelsiure hydrolysiert, auf 
yer 100 cern aufgefiillt, Hydrolysat mit 4,4ccm 10°, iger Schwefelsiure und 
om llecem 10°,iger Phosphorwolframséure gefallt. Filtrat auf 200 cem auf- 
gefiillt. Je 20 ccm Filtrat ohne Kaliumpermanganat verarbeitet. 
«al Gefundenes Phenylalanin Mittel wert Literaturwerte 
P 0 6 Autoren 
id AU L : 0 
(2,96 | | 3,89 Nach Kestner* 
{3,30 3 34 | 
3,50 | il 
3,62 
* Vgl. Kestner, S. 281. 
6. Zein. 
Je 1,5 g Zein wie oben verarbeitet, auf 100 cem gebracht. Hydrolysat mit 
25,6cem 10°. iger Schwefelsiure und 64ccm 10° iger Phosphorwolfram- 
siure gefallt, Filtrat auf 200 ccm aufgefiillt. Je 20 ccm Filtrat mit 12 cem 
n/10 Permanganatlésung portionsweise versetzt. 
Gefundenes Phenylalanin Mittelwert Literaturwerte 
at oF, | Fo o/, Autoren 
or 
mm 4,51 | 
4,63 6,6—7,6 Osborne* und Dakin** 
15:00 | 
sad 5,10 
(4,61 | 
4,89 6,3—6,74 Kollmann 
\5,49 5,03 
(4.40 
5,05 
15,41 
{5,05 
5,47 
15,75 
* Amer. J. Physiol. 26, 295, 1910. — ** Zeitschr. f. physiol. Chem, 180, 159, 1923. 
7. Gelatine. 
" Je 3 g Gelatine mit 15 cem 25 “Giger Schwefelséiure hydrolysiert, auf 100 cem 
a aufgefiillt. Diese mit 15 ccm 10° iger Schwefelsiure und 37,5 cem 10° iger 
it Phosphorwolframsaéure gefallt. Filtrat auf 200 ccm aufgefiillt. Je 20 ccm 
| Filtrat mit 2cem n/i0 Permanganatlésung versetzt. 
= Gefundenes Phenylalanin Mittelwert Literaturwerte 
0 0 0 Autoren 
0 .U 0 
0,93 | 
er 0,4 E. Schultze*, Spiro** 
’ . a 
er | und FE. Fischer 
1,15 1,4 Dakin **** 
(1,21 
1,25 0,2—0,29 Kollmann 
1127 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 9, 120, 1884. — ** Beitr. chem. Physiol. Pathol. 1, 374, 


*** Zeitschr. f, physiol. Chem. 85, 70, 1902, — **** J. f. biol. Chem. 44, 499, 1920, 
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Die von uns bei der Untersuchung einzelner Proteine erhaltenen 
Phenylalaninwerte stimmen im groBen und ganzen mit den diesbeziig- 
lichen Literaturangaben iiberein. Lediglich sind die von uns fiir das 
Casein gefundenen Phenylalaninzahlen durchschnittlich um 2°, héher 
und diejenigen fiir das Zein um 1,5 bis 2,5°, tiefer als die entsprechenden 
Literaturwerte. 

Wir haben uns nicht damit begniigt, von jeder EiweiBart nur ein 
einziges Hydrolysat zu untersuchen, sondern es sind durchweg von 
jedem Protein zwei verschiedene Hydrolysenfliissigkeiten, vom Zein 
sogar vier verschiedene Hydrolysate zur Verarbeitung gelangt. Die in 
der Tabelle III durch Klammern zusammengefaBten Zahlen sind 
Parallelbestimmungen ein und desselben Hydrolysats. 

SchlieBlich haben wir noch Zusatzversuche mit Phenylalanin 
bei den Hydrolysaten von Elastin und Gelatine durchgefiihrt. 


Tabelle IV. 
A. Phenylalaninzusatzversuche bei Elastin. 


1. Zu 10cem Filtrat (vgl. Tabelle III unter Elastin), entsprechend 
0,075 g nativen Elastins, und 2,60 mg Phenylalanins wurden 1,5 mg Pheny!- 
alanin zugefiigt und wie gewohnlich aufgearbeitet. 


4,37 mg Phenylalanin gefunden, 

4,10 ,, = berechnet. 
2. 10cem Filtrat + 2 mg Phenylalanin. 

4,90 mg Phenylalanin gefunden, 

4,60 ,, ss berechnet. 
3. 10cem Filtrat + 2,4 mg Phenylalanin. 

5,09 mg Phenylalanin gefunden, 

5,00 ,, - berechnet. 
4. 10cem Filtrat + 0,8 mg Phenylalanin. 

3,51 mg Phenylalanin gefunden, 

3,40 ,, + berechnet. 


B. Zusatzversuche bei Gelatine. 


1. 20 cem Filtrat (vgl. Tabelle III unter Gelatine). entsprechend 0,3 g 
urspriingliche Gelatine, und 3,57 mg Phenylalanin wurden mit 1 mg Pheny!l- 
alanin versetzt und das Gemenge wie sonst verarbeitet. 


4,81 mg Phenylalanin gefunden, 
4,57 ,, = berechnet. 


2. 20cem Filtrat + 2 mg Phenylalanin. 


5,40 mg Phenylalanin gefunden, 
5,97 ,, m berechnet. 
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Qualitativer Nachweis von Phenylalanin in Hydrol ysaten 

Handelt es sich nicht um eine quantitative Bestimmung, sondern 
um einen qualitativen Nachweis von Phenylalanin in Hydrolysaten 
oder anderen Fliissigkeiten, so verfahrt man hierbei folgendermaBen: 
Einige Kubikzentimeter des schwefelsauren Hydrolysats werden mit 
einigen Kubikzentimetern 10°.iger Schwefelsiure und wenigen Kubik- 
zentimeter 10°. iger Phosphorwolframsiure versetzt und von dem 
entstandenen Niederschlag abfiltriert. Zum Filtrat wird n/10 Kalium- 
permanganatlésung bis zur Rosafarbung zugesetzt und die Fliissigkeit 
bis zur éligen Konsistenz in einem Kristallisierschilchen eingeengt. 
Nach dem Erkalten wird mit 2 ccm Nitriergemisch 20 Minuten lang 
am siedenden Wasserbad erwarmt. Der Inhalt des Kristallisierschalchens 
wird dann vorsichtig mit etwas Wasser in eine Eprouvette hiniiber- 
gespilt, mit etwas Wasser verdiinnt, unter Eiskihlung mit einigen 
Kubikzentimetern 15°, iger Hydroxylaminchlorhydratlésung und hierauf 
mit der doppelten Menge starken Ammoniaks vorsichtig versetzt. 
An der Beriihrungsflache beider Fliissigkeiten erscheint alsbald ein 
breiter violetter Ring. Beschleunigt wird diese Reaktion durch Ein- 
tauchen der Eprouvette in warmes Wasser (40°) und darauffolgendes 
starkes Abkiihlen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine neue Methode zur kolorimetrischen Mikrobestimmung 
von Phenylalanin angegeben, welche auf einer Nitrierung des Phenyl- 
alanins zu 3, 4-Dinitrobenzoesdure und einer Uberfiihrung der gebildeten 
Verbindung durch Hydroxrylamin in Gegenwart von Ammoniak in das 
blauviolett gefarbte Ammoniumsalz der o-diaci-Dihydrodinitrobenzoe- 
sdure beruht. Zugleich wird nachgewiesen, daB das Phenylalanin mit 
Salpeterschwefelsaure direkt in p-Nitrobenzoesdure iibergeht, ohne dab 
vorher Benzoesiure als Zwischenprodukt gebildet wiirde. p-Nitrobenzoe- 
sdure, analog wie Phenylalanin verarbeitet, liefert dasselbe intensiv 
blauviolett gefarbte Endprodukt. 

Fir den Reaktionsverlauf wird ein Schema angefiihrt. 

0,l mg Phenylalanin laBt sich mittels dieser Methode noch sehr 
deutlich nachweisen. 

2. Dieses Verfahren wurde auch zu einer quantitativen Bestimmung 
von Phenylalanin in EiweiBhydrolysaten ausgebaut. Von den in den 
Hydrolysierfliissigkeiten enthaltenen Aminosduren stéren vor allem 
das Histidin und das Tyrosin. Das Histidin wird durch Phosphor- 
wolframsdure, das Tyrosin durch Oxydation mit n/10 Kaliumper- 
manganatlisung im schwefelsauren Medium entfernt. 


3. Diese Methode bietet gegeniiber den bisher beschriebenen Ver- 
fahren zur Bestimmung des Phenylalanins in EiweiBhydrolysaten vor 
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allem den Vorteil einer rasch arbeitenden und mit einem sehr geringen 
Materialaufwand verbundenen Mikromethode. 


4. Es wird der Phenylalaningehalt einzelner untersuchter Proteine 
angefihrt und mit den diesbeziiglichen Literaturwerten verglichen. 

Folgende Phenylalaninmittelwerte wurden von uns gefunden: 
Fir das Casein 5,00°,, Legumin 4,98°%,, Edestin 3,92°.,, Hémoglobin 
5,34°,, Elastin 3,34°,, Zein 5,03% und fiir die Gelatine 1,15%,. 

Die meisten Zahlen stimmen mit den Literaturangaben gut iiberein ; 
beim Casein wurde lediglich ein héherer, beim Zein ein tieferer Wert, 
als in der Literatur angefiihrt, gefunden. 

5. Der qualitative Nachweis des Phenylalanins in biologischen 
Flissigkeiten wird beschrieben. 


6. Selbstverstandlich kann diese Reaktion auch zur quantitaliven 
Bestimmung von p-Nitrobenzoestiure herangezogen werden. 

7. Es wird auf die irrige Auffassung der Mohlerschen Benzoesiure- 
reaktion seitens verschiedener Autoren aufmerksam gemacht und eine 
richtige Deutung dieser Reaktion versucht. 
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Mikrobestimmung der Fructose im Blut. 


Von 
Hermann Steinitz und Ilse von Riesen. 


(Aus der I. Inneren Abteilung des Stadtischen Hufeland-Hospitals 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Juni 1932.) 


Die Untersuchung des intermedidren Fructosestoffwechsels konnte 
in den letzten Jahren erheblich geférdert werden, seitdem durch die 
Schaffung einiger auch in der Klinik verwendbarer Methoden die Be- 
stimmung der Fructose im Blut erleichtert worden ist. Am meisten 
benutzt wird die von van Creveld angegebene Methode, die sich uns wie 
auch anderen Autoren in zahlreichen klinischen und tierexperimentellen 
Untersuchungen bewahrt hat. Diese Methode erméglicht mit Hilfe 
einer Farbreaktion eine getrennte Bestimmung von Glucose und Fructose 
im Blute. Es ist jedoch ein gewisser Nachteil, daB sie zu jeder Be- 
stimmung | cem, fiir Doppelbestimmungen also 2 ccm Blut erfordert, 
also fast immer eine Venenpunktion notwendig macht. Besonders fiir 
Reihenuntersuchungen ware eine Mikromethode wiinschenswert. 

Bei unseren Versuchen, eine brauchbare Mikromethode zu finden, 
haben wir uns zunachst an das van Creveldsche Verfahren mit der 
EnteiweiBung nach Schenck angelehnt, sind aber bei Verwendung 
kleinster Blutmengen (0,1 bis 0,2 cem) nicht zu gleichmaBigen Resul- 
taten gekommen. Wir sind schlieBlich zu einem anderen Verfahren 
iibergegangen, mit dem wir unter Verwendung von 0,2 ccm Blut eine 
zuverlassige Methode ausarbeiten konnten. Wir benutzen jetzt die 
EnteiweiBung mit kolloidalem Zinkhydroxyd, wie sie auch bei der 
Blutzuckerbestimmungsmethode von Hagedorn und Jensen iblich ist. 
Dann verwenden auch wir die von Jhl und Pechmann entdeckte Reaktion, 
nach der Fructose mit Diphenylamin und Salzsiure beim Kochen eine 
Blaufarbung gibt. Die Intensitat dieser Farbung geht, wie van Creveld, 
Radt und Oppel festgestellt haben, der Fructosekonzentration parallel. 
Fiir die Bestimmung der Farbstarke haben wir, ebenso wie van Creveld, 
eine Vergleichsreihe von Lésungen bekannter Fructosekonzentrationen 
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benutzt, da dieses Vorgehen nach unseren Erfahrungen empfehlenswerter 


ist als die Benutzung eines Colorimeters. 


Soeben entnehmen wir einer kurzen Notiz in Ronas Ber. 61, 1931, daB 
der russische Autor Steinberg eine Methode der Lavulosebestimmung in 
0,2 cem Blut angegeben hat. Leider war es uns nicht méglich, die Original- 
arbeit zu erhalten. 


Ausfiihrung unserer Methode. 


I. Erforderliche Lésungen. Zinksulfat: 2,5cem 45° .iges Zinksulfat 
(der Stammlésung von Hagedorn und Jensen) auf 100 ccm Aqua dest. 
auffiillen. Wd6chentlich frisch herstellen. Natronlauge: 6,25 cem 2n NaOH 
auf 100cem Aqua dest. auffiillen. Diphenylamin: 20°, in absolutem 
Alkohol. Salzsiéure 25°). iso-Amylalkohol reinst zur Analyse (von Kahl- 
baum). Lavulosestammlésung: 0,2°., aus ,,Laevulose puriss. cryst. Merck“, 
mit einigen Tropfen Toluol zur Konservierung. 


II. EnteiweiBung. 2ccm Zinksulfat + 0,8 cem Natronlauge kommen 
in ein trockenes Reagensglas, in diese Mischung von kolloidalem Zink- 
hydroxyd werden 0,2 ccm Blut aus der Fingerbeere mit geeichter Pipette 
geblasen, die Pipette wird zweimal mit der Mischung durchgespiilt und dann 
gut ausgeblasen. Die Reagensgliser werden im Wasserbad 3 Minuten 
gekocht, dann wird die Mischung durch ein trockenes Filter von etwa 
5em Durchmesser in ein trockenes Glas filtriert. 


II1l. Farbreaktion. Von dem wasserklaren Filtrat werden 1,5 ccm 
entsprechend 0,1 ccm Blut, in ein trockenes Reagensglas pipettiert. Dazu 
kommen 0,15cem Diphenylamin und 1,5ccm Salzséiure. Nach Durch- 
schiitteln werden die Glaser 20 Minuten im Wasserbad gekocht, dann 
abgekiihlt, darauf werden 1,5¢cm Amylalkohol zugefiigt. der blaue Farb- 
stoff ausgeschiittelt und dann rasch die Farbstirke mit Hilfe der Vergleichs- 
reihe bestimmt. 

Die Reihe der Vergleichsréhrchen wird folgendermaBen hergestellt : 
Normales Menschen- oder Tierblut. das keine Fructose enthalt am besten 
Blut eines Stoffwechselgesunden, niichtern oder mindestens 4 Stunden 
nach der Mahlzeit —, wird mit Zinkhydroxyd im oben angegebenen Ver- 
haltnis enteiweiBt (wobei wegen des gréBeren Volumens 5 Minuten gekocht 
wird) und abfiltriert. Meist geniigt das Filtrat von 3ccm Blut. Die Lavu.- 
lose-Stammlésung wird mit diesem Filtrat im Verhaltnis 1:50 verdiinnt. 
so daB man eine Lavuloselésung von 0,004°,, erhalt. Nun wird eine Reihe 
Glaser mit 0,1, 0,2, 0,3, ...cem dieser Verdiinnung beschickt und jedes 
Glas auf 1,5ccm mit dem Filtrat des ,,Vergleichsblutes* aufgefiillt (fast 
immer geniigen zehn, sehr oft auch sechs bis acht Glaser). In jedes Glas 
kommen 0,15 cem Diphenylamin und 1,5 cem 25°, ige Salzséure, die Glaser 
werden zusammen mit den Versuchsréhrchen 20 Minuten gekocht, ab- 
gekiihlt, der blaue Farbstoff wird mit je 1,5 cem Amylalkohol ausgeschiittelt. 
Die Vergleichsreihe enthalt demnach im ersten Réhrchen 0,004 mg, im 
zweiten 0,008, im dritten 0,012 mg Laévulose und so fort in steigender 
arithmetischer Reihe. Da fiir jeden einzelnen Versuch 0,1 cem Blut zur 
Verarbeitung kommen, mu8 die Fructosekonzentration einer Blutprobe, 
deren Farbintensitat der des ersten Vergleichsréhrchens entspricht, 4 mg-° ,, 
einer mit dem zweiten Réhrchen iibereinstimmende Probe 8 mg-°,, usw. 
betragen. Die Differenz zwischen zwei Vergleichsréhrchen entspricht 
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also immer 4mg-°,, Fructose, dazwischenliegende Farbstufen miissen 
geschatzt werden, was bei Werten zwischen 2 und 40 mg-°,, bis zur Ge- 
nauigkeit von Il mg-°, selbst bei Ablesung durch verschiedene Unter- 
sucher bei geniigender Ubung fast immer mit groBer Exaktheit gelingt, 
obwohl natiilich bei unserem Vorgehen die Intensitat des blauen Farbtons 
schwacher als bei der van Creveldschen Methode ist. 

Noch einige kurze Hinweise, die fiw die exakte Durchfiihrung der 
Methode erforderlich sind: 


Das Blut soll sehr vorsichtiqg in die Kuppe des Reagensglases eingeblasen 
werden, damit die tiberstehende Zinkhydroxydlésung méglichst klar zum 
Nachspillen der Pipette bleibt. Zum Abmessen des Blutes kann eine 0,2 cem 
fassende geeichte Pipette oder eine solche von 0,1 cem mit zweimaligem 
Aufsaugen benutzt werden. Das Wasserbad soll bei der EnteiweiBung 
nicht stark, beim zweiten Kochen sehr kréftig kochen. Nach der Amyl- 
alkoholausschiittelung muB die Ablesung bald vorgenommen werden, 
da spéter stérende Nachfairbung auftritt. Der Farbvergleich geschieht 
am besten bei Tageslicht gegen einen weiBen Hintergrund; die von uns 
vorgeschlagene Benutzung des Walpoleschen Komparators, die die Ab- 
lesung erleichtert, haben wir bei fortschreitender Ubung nur selten not- 
wendig gehabt. Die bei der Ablesung zur Benutzung kommenden Reagens- 
glaser miissen gleichen Durchmesser haben. Doppelbestimmungen sind zu 
emptehlen. 

Fructoscfreie Blutproben ergeben bei der Amylalkoholausschiittelung 
eine wasserklare Schicht, auch z. B. bei Verwendung ikterischen Blutes. 
Nur ganz selten haben wir in Niichternproben eine leichte graugriinliche 
Verfarbung beobachtet, die aber immer viel schwiacher ist, als der Farbung 
des ersten Vergleichsréhrchens entspricht, und auch schwicher. als sie das 
gleiche Blut bei Anstellung der van Creveldschen Methode gibt. DaB bei 
dieser Methode derartige, das Ablesungsresultat iibrigens fast nie stérende 
leichte Verfarbungen gelegentlich vorkommen, haben wir. ebenso wie andeie 
Autoren (van Creveld und Ladenius, Radt, Corley, Oppel), schon berichtet. 


Bekanntlich ist die Blaufarbung mit Diphenylamin + Salzséure 
nicht fiir Fructose spezifisch, sondern wird auch allerdings erst in viel 
héheren Konzentrationen von Glucose gegeben. Bei der beschriebenen 
Versuchsanordnung spielt diese Fehlerquelle jedoch keine Rolle, jedenfalls 
bei den fiir Nichtdiabetiker in Frage kommenden Glucosewerten. Bei 


Blutzuckerwerten von etwa 250 mg-”,, aufwarts fanden wir aber im 
Gegensatz zu van Crevelds Angaben auch bei seiner Methode fast immer 


eine geringe Glucoseeigenfairbung, die mit steigenden Blutzuckerwerten 
auch starker wird, allerdings selten intensiver, als Fructosewerten von 
4 bis 6mg-°, entspricht. Bei Vergleichsuntersuchungen fiel manchmal 
diese blaue Eigenfarbung mit unserer Methode noch schwiacher aus als mit 
der van Creveldschen. Immerhin soll man die bei Diabetikern mit hohen 
Blutzuckerwerten erhaltenen Fructosezahlen nur mit Vorsicht, d.h. unter 
Beriicksichtigung der Starke der Eigenfarbung verwenden. 

Mit dieser leicht und schnell ausfiihrbaren Mikromethode haben wir 
sowohl bei Untersuchungen von Lésungen mit bekannter Fructosekonzen- 
tration wie bei Vergleichen mit der van Creveldschen Methode sehr gute 
Ubereinstimmung erzielt. Als Beweis fiir die Brauchbarkeit der Mikro- 
methode fiihren wir aus der groBen Zahl unserer Untersuchungen nur einige 
Beispiele an. 
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Zunachst ein Beispiel aus Versuchen, zu Normalblut zugesetzte Fructose 
wiederzufinden. 





Zugesetzte Fructose Gefunden 
mg-°/9 mg-° ; 

40 39 
35 34 
27 27 
15 15 

8 8 

0 0 


Ein Belastungsversuch mit Fructose bei dem von uns (Steinitz) schon 
friiher ver6ffentlichten Fall von reiner Fructosurie hatte folgendes Ergebnis : 





Van Creveldsche 
Methode 


Fructose in mg-°/, 


Eigene Methode 


Niichtern. . . . . 6 5 
60 g Fructose per os 

Nach 1 Std. .. 44 44 

ae wae 52 50 

> ay eK 34 35 

ge Boy = 18 16 


In ahnlicher Weise wie in den angefiihrten Beispielen war auch sonst 
die Ubereinstimmung fast immer eine sehr gute. Die Differenzen zwischen 
den beiden Methoden iiberstiegen selten 2 mg, wobei meist die Werte 
unserer Methode die niedrigeren waren. 


Auf Grund ynserer Untersuchungen glauben wir unser Verfabren 
als eine brauchbare Mikromethode fiir die Bestimmung der Blutfructos¢ 
empfehlen zu kénnen. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine leicht ausfiihrbare Methode beschrieben, die eine Be- 
stimmung der Fructose in 0,2 ccm Blut erméglicht. 
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»4ur Kenntnis des D-Vitasterins LV.“ 
Aktivierung von Ergosterinlésungen durch Bestrahlung 
mit natiirlichem Licht. 


Von 


A. Jendrassik. 


(Mitteilung aus dem Staatlichen Ungarischen Hygienischen Institut 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 22. Juni 1932.) 


Die antirachitische Wirkung von Sonnenlicht wurde zuerst von 
Hess und Unger (1) demonstriert, indem sie nachwiesen, daB Sonnen- 
licht die Entwicklung von kindlicher Rachitis verhiitet. 

McCollum und Mitarbeiter (2) haben alsdann die antirachitische 
Wirkung des Sonnenlichtes in exakten Tierversuchen nachgewiesen, 7'isdall 
und Brown (3) konstatierten sogar die Wirksamkeit des Sonnenlichtes 
im Monat Dezember. 

Da bekanntlich der Schutz des Tier- und Menschenkérpers 
vor Rachitis dem Vitamin D zugeschrieben wird, das unter Licht- 
einwirkung aus Ergosterin entstehen soll, schien es von Wichtigkeit, 
die Wirkung von Sonnenlicht auf Ergosterinlésungen zu_studieren. 
Es war nimlich die Frage zu beantworten, ob die antirachitische Wir- 
kung des Sonnenlichtes bei der Bestrahlung von Menschen und Tieren 
eine einfache Aktivierung des im Kérper befindlichen Ergosterins ist, 
welche auch auBerhalb des Kérpers zustande kommt, oder ob hierbei 
die Vermittlung der Haut irgendeine Rolle spielt und die Aktivierung 
nur in Lebewesen médglich ist. 


Vor einem Jahre haben schon Reerink, Van Vijk und Moerikofer (4) 
Bestrahlungen von Ergosterinlésungen mit Sonnenlicht, und zwar in 2600 m 
Héhe durchgefiihrt. In gré8eren Héhen, wo den bisherigen Messungen 
gemaB die Intensitat der ultravioletten Strahlung bedeutend gr6Ber ist, war 
nimlich ein gréBerer Grad der Vitaminbildung anzunehmen. In einer 


206 A. Jendrassik : 


spiteren Mitteilung berichten Van Vijk und Reerink (5) tiber Bestrahlung 
an einem Ort von sehr geringer Meereshéhe. Beide Untersuchungen wurden 
in ahnlicher Weise durchgefiihrt, die Ultraviolettsumme in Davoser Ein 
heitsstunden mittels Cadmiumzelle bestimmt und die Bestrahlungsprodukte 
in Tierversuchen gepriift. 


In Unkenntnis dieser Untersuchungen habe ich den Plan gefaBt. 
Bestrahlungen von Ergosterinlésungen mit Sonnenlicht auszufiihren. 
Ausgehend von der Tatsache, daB die Intensitat der ultravioletten 
Sonnenstrahlung von Meereshéhe aus mit der Héhe wachst, habe ich 
mich an die Direktion der gerade eréffneten hochalpinen Forschungs- 
station Jungfraujoch gewandt, um mir dort einen Arbeitsplatz zu 
sichern, was mir auch giitig zugesagt wurde. Obzwar inzwischen die 
Untersuchungen von Van Vijk und Mitarbeiter veréffentlicht wurden, 
schien mir die Durchfiihrung der Experimente doch nicht iiberfliissig, 
da genannte Autoren aus den Absorptionsspektren der Bestrahlungs- 
produkte zwar Schlisse auf den Vitamin D-Gehalt der bestrahlten 
Ergosterinlésungen zogen, doch iiber die Ergebnisse der biologischen 
Untersuchung nicht berichteten. Wie aber aus eigenen vor Veréffent- 
lichung stehenden Untersuchungen entschieden festgestellt werden kann, 
wird das Absorptionsspektrum von bestrahltem Ergosterin von so vielen 
Faktoren beeinfluBt, daB es beziiglich des Vitamingehalts keinerlei 
Schliisse erlaubt. Nach Privatmitteilungen von Dr. Moerikofer sind 
die biologischen Priifungen der bestrahlten Ergosterinpriparate sehr 
unbefriedigend verlaufen, so dab die Physiologen keine bindenden 
Schliisse zu ziehen fiir richtig hielten. 


‘ Leider wurden meine Untersuchungen durch verschiedene Um- 
stinde ungiinstig beeinfluBt. Die eben eriéffnete hochalpine Forschungs- 
station war mit Apparaten zur Bestimmung von Ultraviolettintensitaten 
nicht ausgeriistet, und auch meine eigenen Bemiihungen, solche Apparate 
mitzubringen, waren wegen Zeitmangel ergebnislos. Da wir aber 
sowieso keinen Apparat besitzen, welcher die ultravioletten Licht- 
mengen in absolutem MaBe bestimmt (auch die Cadmiumzelle leistet 
das nicht), und der Zweck meiner Untersuchungen nicht die 
Feststellung des Zusammenhanges von Vitamin D-Bildung und Ultra- 
violettlichtmengen und so die Bestimmung der Lichtverhaltnisse nur 
von Nebenbedeutung war, habe ich mich diesbeziiglich mit cinfacheren 
Mitteln begniigt. Ein Eder-Hecht-Graukeilphotometer nach Dorno 
und ein J. G. U. V.-Dosimeter sind fiir Festlegung der Belichtungs- 
verhaltnisse benutzt worden. Zeitmangel und Kosten des Aufenthaltes 
haben mir nur einen zehntagigen Aufenthalt in der Forschungsstation 
erlaubt, wobei bei der andauernd schlechten Witterung kaum die 
Halfte der Tage auszunutzen méglich war. Erst aus der reichen meteoro- 
logischen Literatur der Forschungsstation habe ich davon Kenntnis 
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genommen, daB gemaiB den sparlichen Untersuchungen die Gesamt- 
strahlung und mithin auch ihr ultravioletter Teil in so groBen Héhen 
eigentlich kleiner ist als in 1000 bis 2000m Hohe, so daB eine 
relativ gréBere Vitaminbildung bei Bestrahlungen mit Gesamtlicht 
auf dieser Héhe nicht zu erwarten ist. Diesen ungiinstigen Um- 
stinden zufolge kénnen meine Versuche nicht als vollstandig und 
abgeschlossen betrachtet werden, doch wird die Frage der Aktivier- 
barkeit von Ergosterinlésungen durch Sonnenlicht qualitativ ent- 
schieden bejaht. 


Es wurden insgesamt fiinf Bestrahlungen am Jungfraujoch in 3450 m 


Hohe ausgefiihrt. Es kamen 0,05°,ige alkoholische Ergosterinlésungen 
zur Verwendung, mit einer Ausnahme in einer Schichtdicke von 0,5 em 
bestrahlt. Die Bestrahlung wurde in Kohlendioxydatmosphare in be- 


sonderen GefaBen durchgefiihrt, um den unerwiinschten EinfluB des Sauer- 
stoffs auszuschlieBen. Die Ergosterinldsungen wurden nach Beendigung 
der Bestrahlung in Ampullen gefiillt, die Luft mit Kohlendioxyd verdrangt 
und der Hals der Ampullen abgeschmolzen. Die Sonnenstrahlen drangen 
in das Bestrahlungsgefa8 teils durch Quarz-, teils durch Cellophanfenster 
ein. Die BestrahlungsgeféaBe wurden entweder dem vollen (direkten und 
diffusen) oder an der Schattengrenze liegend nur dem diffusen Lichte 
ausgesetzt. Die Bestrahlungsdauer war verschieden, und zwar bei diffusem 
Licht absichtlich langer gewahlt. Wegen der schnell wechselnden Witterung 
und der Knappheit der zu den Versuchen ausnutzbaren Zeit war es aber 
nicht gut mdglich, eine gr6Bere Zahl genau abgestufter und vdllig 
vergleichbarer Versuche durchzufiihren. 

Das Ma8 der Bestrahlung wurde in jedem Versuch auf zwei Wegen 
geschatzt. Die zuverlassigeren Werte lieferten die Messungen mit dem 
Eder-Hecht-Graukeilphotometer, geeicht nach Dorno, das die Summe der 
chemisch wirksamen Strahlen in allgemein benutzten Einheiten miBt. 
Mit dem I. G. U. V.-Dosimeter versuchte ich wiederum den ultravioletten 
Teil der Bestrahlung zu schatzen, indem die Ultraviolettintensitat des 
Lichtes zweistiindlich bestimmt und die so erhaltenen Werte addiert 
wurden. Das sonst gut arbeitende Instrument ist leider sehr abhangig 
von der Temperatur, und bei sehr tiefen Temperaturen versagt.es beinahe 
vollstandig. 

Die Bestimmung der antirachitischen Wirksamkeit erfolgte im Staat- 
lichen Hygienischen Institut zu Budapest. Die Lésungen wurden unter 
vermindertem Druck in Kohlendioxydatmosphire eingetrocknet und das 
Produkt in Olivendl gelést. Diese Lésungen wurden in Rattenversuchen 
nach der ,,line test‘‘-Methode mit dem englischen Standard, welcher in- 
zwischen als provisorischer internationaler Standard erklart wurde, ver- 
glichen. Die Wirksamkeitswerte sind demgemaé8 in internationalen Ein 
heiten (Genauigkeit + 30°.) angegeben. Auch die Absorptionsspektra 
der bestrahlten Ergosterinlésungen wurden bestimmt. Es lieB sich tiberall 
die Abnahme der urspriinglichen Absorption feststellen mit einer Ab- 
flachung der typischen Maxima des Ergosterinspektrums. 


Die Einzelheiten der langeren Versuche, welche allein solche Bestrah- 
lungsprodukte lieferten, die sich als antirachitisch aktiv erwiesen, sind in 
der Tabelle zusammengestellt. 
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Aus diesen Ergebnissen lieB sich feststellen, daB Ergosterinlésungen, 
iit diffusem und vollem Sonnenlicht bestrahlit, eine entschiedene, wenn 
uch geringe antirachitische Heilkraft erhalten, daB also mit anderen 
\Worten durch Sonnenbestrahlung Vitamin D in ihnen entsteht. Die anti- 
achitische Wirksamkeit war um so gréBer, je gréBer die Bestrahlungs- 


energie der photochemisch wirksamen Strahlen war, eine ausgesprochene 


Proportionalitat lieB sich jedoch vorlaufig nicht nachweisen. Die Ver- 
ingerung der Bestrahlung tiber ein gewisses MaB hinaus vergréBerte aber 
lie Wirksamkeit kaum. 

Die Absorption der Ergosterinlésungen verminderte sich unter der 
Kinwirkung des Lichtes, ohne daB die charakteristischen Maxima des 
Ergosterins vollstandig verschwunden waren. Zwischen antirachitischer 
Wirksamkeit und Abnahme der Absorption war kein Zusammenhang 
nachweisbar. Die Absorption verminderte sich mit der Lange der Be- 
strahlung. diese Verminderung war aber nicht proportional der Menge der 
photographisch wirksamen Strahlungsenergie. Bei diffusem Licht kam 
dieser Unterschied starker zum Ausdruck. Die Abnahme der Absorption 
wurde anscheinend hauptsachlich von Strahlen gréBerer Wellenlange 
hewirkt. 

Nachdem die biologische Aktivierung des Ergosterins mittels natiir- 
lichem Licht durch diese Versuche entschieden festgestellt war, wurden 
auch in Budapest (Seeh6he 100 m) Bestrahlungsversuche angestellt. Diese 
Versuche, die auf einer breiteren Basis begonnen wurden und auch zurzeit 
noch im Gange sind, zeitigten schon am Anfang ganz iiberraschende Er- 
gebnisse. In dieser Versuchsreihe werden zunachst Bestrahlungsversuche 
nur mit vollem Sonnenlicht, und zwar bei standigem Sonnenschein 


ausgefiihrt. Die Bestrahlungstechnik dieser neueren Versuche ist infolge 
des Fortfalls einiger Schwierigkeiten vollkommener. Bestrahlungs- 


messungen werden vorlaufig nicht ausgefiihrt, weil zu diesem Zweck noch 
vollkommenere und womdglich absolute Werte liefernde MeBmethoden 
gesucht werden. Besonders die im Monat April und Mai durchgefiihrten 
Bestrahlungen zeitigten biologisch ganz auffallend wirksame Bestrahlungs- 
produkte. So wies eine im Monat April wahrend 20 Stunden bestrahlte 
Ergosterinlédsung (0.05°, in Alkohol. Schichtdicke 0,5¢m) fiir 1 mg_ be- 
strahltes Ergosterin eine Wirksamkeit von 220, eine wahrend 10 Stunden 
bestrahlte 110 internationale Einheiten auf. Im Monat Mai gelang es sogar, 
bei 5 Stunden Bestrahlungsdauer eine Wirksamkeit von 130 internationalen 
Einheiten zu erzielen. 

Schon durch diese wenigen Versuche lieB sich nachweisen, daB das 
Ergosterin auch an einem Orte von geringer Seehédhe mit Sonnentlicht 
bestrahlt ganz bedeutende antirachitische Wirksamkeit gewinnen kann. 
Bei der Mehrzahl der Versuche war sogar diese Wirksamkeit bedeutend 
gréBer, oft das Mehrfache, als es bei den Bestrahlungen am Jungfraujoch 
heobachtet wurde. Der Umstand, daB diese neuen Bestrahlungen groBere 
biologische Wirksamkeiten zustande bringen, laBt sich dadurch erklaren, 
daB sie bei andauerndem Sonnenschein und nur ausschlieBlich in den 
fiinf bis sechs Mittagsstunden ausgefiihrt wurden. AuBerdem war die Wirk- 
samkeit der Produkte im Friithjahr besonders hoch, teils weil die Strahlungs- 
intensitat gréBer, teils weil der Sonnenstand hoch und mithin der Einfalls- 
winkel der Sonnenstrahlen steil ist. 


Wie festgestellt wurde, laBt sich das Ergosterin schon mit 
verhaltnismaBig kurzen Bestrahlungen aktivieren, die Wirksamkeit 
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steigt mit der Bestrahlungsdauer, und zwischen gewissen Grenze: 
wird sich wahrscheinlich eine Proportionalitat zwischen der bir 
logischen Wirksamkeit des Bestrahlungsproduktes und der Bx 
strahlungsdauer, sowie zwischen der ersteren und der Intensita 
der ultravioletten Strahlung nachweisen lassen. Die viel ver 
heiBenden Ergebnisse dieser Vorversuche lassen schon jetzt mii 
groBer Wahrscheinlichkeit voraussagen, da®B hier die Méglichkeit 
zur Ausarbeitung einer Methode vorliegt, die den Untersucher in den 
Stand setzt, die antirachitische Wirksamkeit des natiirlichen Lichts 
auf Grund exakter Zahlen an jedem Ort und zu jeder Zeit zu 
bestimmen. Die erwahnten Zahlen werden sich auf eine ganz 
genau definierte Ejinheit, auf die internationale’ LEinheit fii 
Vitamin D, beziehen. Mithin wird eine hygienische bzw. klima 
tologische Methode zur Verfiigung stehen, mit deren Hilfe man die 
antirachitische Eigenschaft des natiirlichen Lichtes an verschiedenen 
Orten, in verschiedenen geographischen Breiten und Héhenlagen 
genau studieren, seine Anderung mit dem Wechsel der Jahres- 
zeiten, der Witterung, sogar seinen taglichen Gang  bestimmen 
kann. Wenn inzwischen der Strahlenbereich, der bei der biologischen 
Aktivierung des Ergosterins eine Rolle spielen kann, genau _fest- 
gelegt wird, so werden vielleicht diese Bestimmungen auch zur Fest- 
legung dieses wichtigen Teiles der Sonnenstrahlung  brauchbare, 
méglicherweise sogar genauere Werte liefern, als sie nach physi- 
kalischen Methoden zurzeit zu erhalten sind. 


Zusammenfassung. 


1. Ergosterinlésungen kénnen in jeder Héhenlage durch die Be- 
strahlung mit vollem oder diffusem Sonnenlicht antirachitische Wirk- 
samkeit erlangen. 

2. Die Wirksamkeit kann fiir 1 mg Bestrahlungsprodukt mehr als 
200 internationale Einheiten erreichen, d.h. mehr als den 50. Teil der 
mit ultraviolettem Licht erreichbaren Wirksamkeit. 


3. Die Absorption von Ergosterinlésungen nimmt unter der Ein- 
wirkung des Sonnenlichts fortwaihrend ab. Ein Zusammenhang zwischen 
der Abnahme der Absorption und der Vitamin D-Bildung lieB sich 
nicht nachweisen. 


4. Ander Hand einer gréBeren Zahl von Bestrahlungsversuchen wird 
die Ausarbeitung einer Methode zur Bestimmung des antirachitischen 
Wertes der Sonnenstrahlung beabsichtigt; eine Methode, die voraus- 
sichtlich von recht groBer hygienischer und klimatologischer Bedeutung 


sein wird, 
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Diese Arbeit wurde teilweise in der hochalpinen Forschungsstation 
lungfraujoch ausgefiihrt. Dem Vorstand der Forschungsstation, Herrn 
Dr. A. v. Muralt. méchte ich fiir die Erleichterung meiner Untersuchungen 
uch an dieser Stelle meinen warmsten Dank zum Ausdruck bringen. 
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Uber die Darstellung 
von kristallisiertem Himoglobin aus Menschenblut. 
Von 
Zoltan Aszédi. 
(Aus dem Physiologisch-chenmiischen Institut der kénigl.-ungarischen 
Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 23. Juni 1932.) 
Mit I Abbildung im Text. 
Haurowitz ist wohl der erste, dem es gelungen ist, Hamoglobin 
aus Menschenblut in analysierbaren Mengen darzustellen: allerdings 
blieb seine Ausbeute unter 0,5 g pro 100 com Blut. Durch Anderung der 
Haurowitzschen! Methode bzw. des auch von Haurowitz benutzten 
Heidelberger schen* Vorganges beim Hiimolysieren des Blutes gelang 
es mir, die Ausbeute wesentlich zu steigern, so, daB ich aus 100 cem Blut? 
die den meisten Menschen ohne weiteres entnommen werden kénnen, 
mit Leichtigkeit durchschnittlich aber 2g, in einzelnen Fallen sogar 
iiber 4 g umkristallisiertes Hamoglobin erhalten konnte. In nachstehen 
der Beschreibung ist iiberall in Klammern angegeben, worin sich mein 
Vorgang von dem Haurowitzschen bzw. Heidelberger schen unterscheidet 
Rote Blutkérperchen aus defibriniertem Blut (Heidelberger verwendet diss 
Citratblut) werden auf der Zentrifuge mit 1° iger NaCl-Lésung vierma! die 
gewaschen, mit '/,;, Volumen destilliertem Wasser versetzt, auf einige Grade ‘lind 


oberhalb 0 gekiihlt; durch eine diinne Réhre wird Sauerstoff (Heidelberger in ¥ 


verwendet ein Gemisch aus vier Teilen CO, und ein Teil O,) durchgeleitet. bene 
'/. Volumen Toluol hinzugefiigt und unter staéndiger Durchleitung von ies 
Sauerstoff solange geriihrt, bis das Blut eine pastése Konsistenz annimmt es 
Nun wird das GlasgefaB geschlossen, 10 bis 15 Stunden lang im Eisschrank ae 
aufbewahrt, dann 4 Stunden lang geschiittelt und im Scheidetrichte: =e" 
1 Stunde lang im Hisschrank belassen. Wahrend dieser Zeit geht die hafte 
Scheidung der Stromata von der Hamoglobinlésung vor sich. Letztere anal 
wird abgelassen und mit der Lésung vereinigt. die sich aus der die Stromata Kailt 
enthaltenden oberen Schicht durch wiederholtes Zentrifugieren noch gewinnen die 
bei ¢ 
' Hoppe-Seyler’s Zeitschr. f. physiolog. Chemie 186, 141, 1930. miBl 


2? Journal of biolog. chemistry 53, 31, 1922. bescl 
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laBt. Die vereinigten Lésungen werden dreimal durch jedesmal gewechselte, 
angefeuchtete Watte filtriert und so von den letzten Stromaresten befreit. 
in Dialysierhiilsen (Schleicher und Schill Nr. 579) iiberfiihrt und zunichst 
4 bis 5 Tage lang gegen flieBendes Wasser, sodann iiber Nacht gegen 
destilliertes Wasser dialysiert. Die auf diese Weise salzfrei gewordene 
Losung wird in Zentrifugierréhren von etwa ]00cem Fassungsraum ein 
gebracht und in einem Gefriergemisch stark unter den Gefrierpunkt des 
Wassers gekiihlt. Sobald auf der Oberfliche der Losung wie auch an den 
Wandungen des Glases Eishildung eintritt. wird rasch abzentrifugiert. 





Abb. 1. 


das zusammengeballte, auch Hamoglobin enthaltende Eis héerausgeholt, 
die Lésung weiter gekiihIlt, das gebildete Eis nach dem Zentrifugieren 
wieder herausgeholt usf., bis etwa die Halfte der urspriinglichen Fliissigkeit 
in Form von Eis entfernt ist. Die Fliissigkeit, aus der sich zu dieser Zeit 
bereits Kristalle in solcher Zahl ausgeschieden haben, daB sie den Boden 
der Zentrifugierréhre bedecken, wird ebenso wie das inzwischen auftauen 
gelassene, aber gesondert behandelte hamoglobinhaltige Kis stark ab- 
gekiihlt, mit '/, Volumen vorher stark gekiihlten Alkohols versetzt (Haurowitz 
und Heidelberger verwenden keinen Alkohol). worauf die Bildung. massen- 
hafter Kristalle in der angereicherten Lésung beinahe sofort, in der 
durch Auftauen gewonnenen aber nach einigen Stunden einsetzt und im 
Kaltegemisch binnen 10 bis 15 Stunden vollendet ist. Jeder Versuch. 
die Kristalle auf dem Filter durch Waschen rein zu bekommen. wie dies 
bei der Darstellung des Oxyhaémoglobins aus anderen Blutarten iiblich ist, 
miBlingt, da die Kristalle alsbald in Lésung gehen. Man muB sich darauf 
beschranken, die Kristalle durch scharfes Zentrifugieren von der Mutter- 
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lauge zu trennen, und wiederholt umzukristallisieren, indem man ihre 
moglichst konzentrierte stark gekiihlte L6sung unter standigem Um 
rihren mit dem halben Volumen gekiihlten 25°,igen Alkohols versetzt 
und im Eisgemisch stehenlaBt. Zum SchluB wird die nach AbgieBen der 
Mutterlauge verbliebene Kristallmasse wiederholt mit ein wenig eiskaltem 
Wasser verriihrt und zentrifugiert. 


Am mikroskopischen Praparat (s. auch Abb. 1) der auf diese Weise 


erhaltenen Kristallmasse sind gréBere viereckige Platten, selten auch 
feinere Nadeln zu sehen. Die Kristalle sind, wie erwahnt, sehr leicht in 
Wasser léslich und bieten so manche Eigentiimlichkeiten. — Frisch 
bereitet und noch in der eiskalten Mutterlauge suspendiert, fallen sie 
durch ihre blaurote Farbe auf: laBt man einen Tropfen der die Kristalle 
enthaltenden Fliissigkeit langs der Wandung der Zentrifugierréhre in 
diinner Schicht herunterflieBen, so sieht man im rasch angesetzten 
Spektroskop das charakteristische einbandige Spektrum des reduzierten 
Hiimoglobins. Da es sich um solches handelt, geht daraus hervor, 
da®B der Kristallbrei in Wasser gelést beinahe unmittelbar nachher 
bereits das typische zweibandige Absorptionsspektrum des Oxyhamo- 
globins aufweist. Nicht genug aber, daB das reduzierte Hamoglobin 
sich aus Menschenblut so ohne weiteres darstellen laBt, wihrend solches 
aus anderen Blutarten bisher nur unter ganz besonderen Bedingungen 
kristallisiert erhalten werden konnte. Noch auffallender ist, dal} um- 
gekehrt das reduzierte Hdmoglobin des Menschenblutes, in Oxyhdmoglobin 
verwandelt, sich nicht kristallisieren lapt, wo doch aus den meisten anderen 
Blutarten kristallisiertes Oxyhamoglobin verhaltnismaBig leicht erhalten 
werden kann. 
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Uber die Oxydation des Methylglyoxals 
zu Brenztraubensiure mit molekularem Sauerstoff. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Bei der alkoholischen Garung und vergleichbaren Prozessen entsteht 
aus Kohlenhydrat zunachst Methylglvoxal', wie wir durch Abscheidung 
dieses Kérpers in Substanz bewiesen haben. Bilanzmabige Verfolgungen 
dieses desmolytischen Vorgangs lehrten, daB die umgesetzte Menge 
Kohlenhydrat quantitativ in Methylglvoxal verwandelt wird. Weiter 
hat sich ergeben, daB an Stelle des Ketonaldehyds bei langerer Versuchs- 
dauer bzw. bei Steigerung der Katalysatormenge dann Brenztrauben- 
siure’? tritt. Diese Bildung der Brenztraubensaéure im_ biologischen 
Versuch vollzieht sich in gekoppelter Reaktion: denn verbirgtermaBen 
geschieht der Zerfall gemaB der Gleichung C,H,,O, — CH, .CO.COOH 

CH,OH.CHOH.CH,OH: d.h. durch einen Oxydo-reduktions- 
prozeB wird Glycerin in Aquivalentverhaltnis zur Brenztraubensiaure 
erzeugt. ‘ ‘ 

Seit den Untersuchungen von WM. W. Betierinck und T. Folpmers 
wei man, daB auf physiologischem Wege Brenztraubensdure aus vielen 
Quellen hervorgehen kann*. £. Simon* hat jiingst gezeigt, daB eine 
irrtiimlich als primar vorausgesetzte Produktion on Brenztraubensaure 
durch Milchsaéurebazillen gemaB den vorliegenden Befunden als eine 
sekundire Reaktion aufzufassen ist: es handelte sich namlich um eine 
Dehydrierung von Lactat zu Pyruvinat, was nach A wbel, Quastel, Schoen und 
Wurmser leicht zu erklaren ist. Fiir die alkoholische Zuckerspaltung er- 
scheint der schon vor 20 Jahren gezogene SchluB gerechtfertigt, daB eine 
Form des Methylglvoxals die unmittelbare Vorstufe der Brenztrauben- 
siure ist, weil im normalen Stoffwechsel des Hefepilzes die Milchsiure 


' C, Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 208, 463, 1928; 210, 466, 1929; 
229, 255, 1930; Naturw. 1S, 427, 1930; B. 63, 1986, 1930. 
2 Dieselben, diese Zeitschr. 216, 493, 1929; 219, 490, 1930. 
3 Literatur hieriiber siehe bei ./. Aobel u. M. Scheuer, diese Zeitschr. 


229, 244, 1930. 
4 E. Simon, ebenda 245, 488, 1932. 
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keine oder nur eine untergeordnete Rolle spielt. Im Hinblick auf dies 
Frage war es von Wichtigkeit, zu untersuchen, ob Methylglvoxal auch 
direkt zu Brenztraubensaiure oxydiert werden kann. Unter Bedingungen, 
die von den in der Natur herrschenden Verhaltnissen abweichen, haben 
vor Jahren C. Neuberg und G. Gorr! zuerst die Oxydation des Methyl. 
glyoxals zu Pyruvinat ausgefiihrt: sie gelingt mit Broniwasser in nahezu 
quantitativer Ausbeute. Auf rein chemischem Wege ist der Ubergang 
von Methylglyoxal in Brenztraubensiure noch auf andere Weise be- 
werkstelligt. C. V. Smythe? hat mitgeteilt, da kleine Mengen Blau- 
siure den Ketonaldehyd katalytisch umwandeln; dabei erhalt man 
durch eine Art von Dismutation die Brenztraubenséiure korrelativ zu 
einem Produkt, das wahrscheinlich aus einem Acyloin oder Aldol des 
reduzierten Methylglyoxals besteht. Die Ausbeute bei dieser vor- 
wiegend anaerob vorgenommenen Disproportionierung kann, wie 
ersichtlich, nicht 50%, iiberschreiten. 

Kine bei Kérpertemperatur und im neutralen Bereich quantitativ 
verlaufende unmittelbare Oxydation von Methylglyoxal zu Brenztrauben 
sdure liegt in der von uns jetzt beobachteten und nachfolgend be- 
schriebenen Umsetzung vor. 

Man ist berechtigt, die Vorstellung zu hegen, dab ein Korper von 
der Konfiguration und Reaktionsfaihigkeit des Methylglyoxals in der 
Zelle an fremde Stoffe angelagert ist, etwa nach dem Typus der Car- 
bonyl-additionsprodukte. Als eine Stiitze dieser Auffassung kann die 
Tatsache betrachtet werden, daB nach vielfailtig im hiesigen Institut 
gemachten Erfahrungen die Drehungsrichtung der aus Methyl- und 
Phenyl-glyoxal dismutativ gebildeten %-Oxysiuren mit dem Enzym- 
material wechselt, was auf einen Zusammentritt mit verschiedenen 
Zellbestandteilen hinweist®. Wir wahlten deshalb fiir unsere Versuche 
einen Methylglyoxal-komplex. Die Bindung des Ketonaldehyds etwa 
an Ammoniak oder Aminosduren’ ist deshalb schwer durchfiihrbar, 


' OC. Neuberg u. G.Gorr, diese Zeitschr. 166, 442, 1925. 

2 C. V. Smythe, Naturw. 20, 470, 1932; B. 65, 819, 1932. 

3 Literatur bis zum Jahre 1928 siehe bei C. Newberg u. BE. Simon in 
Oppenheimer-Pincussen, Methodik der Fermente 3, 1314; spatere Befunde 
in der Biochem. Zeitschr., besonders bei .. Kuroya, diese Zeitschr. 235, 
438, 1931. 

4 Nach C. Neuberg u. M. Kobel (diese Zeitschr. 185, 477, 1927; 1s. 
197, 1927) kann Methylglyoxal als ,,orthochinoide’* Verbindung sowohl! 
zum anaeroben als aeroben Abbau von Aminosaiuren und anderen Amino 
kérpern dienen, wobei Ammoniak entwickelt wird. Diese typische Umsetzung 
kann man zu einer katalytischen Zerlegung der Aminosiéuren gestalten, 
wenn man nach S. Edlbacher u. J. Kraus (H. 178, 239, 1928), W. Langenbech 
(B. 61, 944, 1928), G. Blix, Ch. C. 1980, LI, 903 sowie B. Kisch u. Mit 
arbeitern (diese Zeitschr. 242, 1, 1931 u. ff.) verschiedene Chinone ode 
leicht in solehe iibergehende Substanzen dazu benutzt. 
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weil bekanntlich Methylglyoxal bei Gegenwart von NH, unbestandig 
ist und leicht Imidazol-abkémmilinge liefert. 

Wir wendeten daher unsere Aufmerksamkeit dem Methylglyoxal- 
bisulfit, CH, .C(OH) (SO,Na). CH(OH) (SO,Na) zu. Diese Ver- 
bindung zeigt nun ein tiberraschendes Verhalten. In wasseriger Lésung 
nimmt sie bei Gegenwart von Phosphat Sauerstoff auf und geht dabei 
in Brenztraubensiure tiber. Diese Umwandlung wird in einem sehr 
breiten Wasserstoffionenkonzentrationsbereich erzielt, indem das px 
der Versuchslésung von 5,8 bis 8,1 schwanken kann. (Versuche in 
starker sauern oder starker alkalischen Lésungen wurden nicht aus- 
gefiihrt.) Bei px 6,8 findet eine praktisch vollkommene Oxydation 
statt. Ohne besondere Miihe lassen sich bis 97°, der theoretischen 
Menge Brenztraubenséure in Gestalt des von uns vielfach zur Ab- 
scheidung und Trennung der Ketosiure von anderen Carbonylverbin- 
dungen bewahrt gefundenen 2, 4-Di-nitrophenylhydrazons isolieren'. 
Im vorliegenden Falle besaB es schon als Rohprodukt den richtigen 
Schmelzpunkt (219°). 

Bei zunehmender Aziditat verliuft die Reaktion verlangsamt und 
unvollstaéndig. Der nicht in Brenztraubensiure iibergegangene Anteil 
des Ausgangsmaterials bleibt als Methylglyoxal erhalten. 

Im alkalischen Gebiet entstand Brenztraubensaiure in wesentlich 
geringerer Ausbeute, und es erfolgte auBerdem ein anderweitiger 
Verbrauch des Ketonaldehyds. 

Setzte man Borat an Stelle des Phosphats, so gelang auch die 
Oxydation des Methylglyoxal-bisulfits durch Sauerstoff, allerdings 
erheblich schlechter und nur unter besonderen Bedingungen; siehe 
Tabelle IX. Die Reaktion des Mediums anderte sich bald, indem die 
Flissigkeit sauer wurde. , 

Eine rein wasserige Lésung von Methylglyoxal-bisulfit liefert in 
Sauerstoff keine Brenztraubensaure. 

In den Versuchen mit Phosphat handelt es sich um eine glatte 
Oxydation des Methylglyoxals. Lediglich unter aeroben Bedingungen 
trat Pyruvinat auf, wahrend bei Fernhaltung von Sauerstoff bisher in 
keinem Falle Brenztraubenséure zu isolieren war. Soweit das px gleich 
oder kleiner als 7,0 war, anderte sich bei LuftabschluB unter dem 
Schutz des Sulfits die Menge des Methylglyoxals praktisch nicht. Eine 
intermedidre Bildung von Milchsiure kann man ausschlieBen; denn wir 
haben uns davon iiberzeugt, daB unter den gleichen Umstanden 
Lactat nicht in Brenztraubensaure iibergeht. Bei keiner der in Betracht 
kommenden H-Ionenkonzentrationen entstand aus reinem Na-Lactat 


1 ©. Neuberg u. M. Kobel, |. c.; siehe dazu auch E. Simon u. C. Neuberg, 
diese Zeitschr. 232, 479, 1931; H. K. Barrenscheen u. M. Dreguss, ebenda 
233, 305, 1931. 
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in Gegenwart von Phosphat und | Mol Sulfit auch nur die geringst 
Menge Pyruvinat. 

Bei der katalytischen Oxydation erfahren auch Oxyséuren haup' 
sichlich Abbau zum nachst niedrigen Aldehyd! bzw. weitere Kohlenstojfi 
kettenverkiirzung; andererseits werden Osone, die als substituierte Glyoxa|: 
aufzufassen sind, in Analogie zum Verhalten des Methylglyoxals leicht z 
den entsprechenden «-Ketoséiuren oxydiert ?. 


Wir machen uns folgendes Bild von dem Reaktionsverlauf: 


: OH OH a 
I = Dissoziatio 
CH,.CO.COH"“S cH,—CH —CH< nonntaties 
SO,Na SO;Na 
CH;—CH —COH ———> CH,—CH —~COOH 
SO; Na SO, Na 


Dissoziation 
— 


CH,.CO.COOH 


Zunichst kénnte es auffallend erscheinen, daB Oxydation in 
einem reduzierenden Milieu (Sulfit) stattfinden kann. Allein physiologi- 
sche* wie chemische Erfahrungen auf anorganischem* und organischem 
Gebiet® lassen eine solche Méglichkeit zu. Natiirlich kann der Mechanis 
mus einer Schwermetallkatalyse in Verbindung mit der ausgepragten 
komplexbildenden und induzierenden Funktion ® der Sulfite — im letzten 
Falle also ein Verlauf als gekoppelte Oxydation gemaB der Formulierung 
CH,.CO.COH+-H,S0,+0, = CH,.CO.COOH +H,S0O, — nicht aus- 
geschlossen werden; Untersuchungen hieriiber sind noch nicht angestellt. 

Auf alle Fille beschleunigt die Verwendung von Sulfit; denn reines 
Methylglyoxal lieferte auch unter optimalen Bedingungen bei Oxydation 
mit reinem Sauerstoff sehr viel weniger und langsamer Pyruvinat. 

Bringt man die Methylglyoxal-bisulfit-verbindung einfach mit Soda 
zusammen, so kann man unter aeroben wie anaeroben Verhaltnissen 
Brenztraubensaiure gewinnen. Der Reaktionsverlauf ist also ein anderer : 
neben Pyruvinat ist mindestens noch ein weiterer Kérper vorhanden. 
Vielleicht interkurriert hier eine Dismutation, die der durch Blauséure 
ausgelésten Reaktion von Smythe (s. S. 216) an die Seite zu stellen ware. 
In der Tat haben H. A. Spoehr und H. H. Strain’ in einer sehr be- 


1 O. Ruff, B.81, 1574, 1898; J. W. E.Glattfeld u. W. 7. Hanke, Ch. C. 
1918, Il, 710. 

2 ©. Neuberg u. 7’. Kitasato, diese Zeitschr. 183, 485, 1927; 207, 217. 
1929, s. auch P. Mayer, diese Zeitschr. 238, 361, 1931. 

3 C. Neuberg u. F. F. Nord, diese Zeitschr. 96, 163, 1919. 

4 F. Mohr, zitiert nach Gmelin-Kraut 8, 2, 449, 1908 (7. Aufl.); F. Haber 
u. F. Bran, Chem. Centralbl. 1900, IT, 936. 

5 W. P. Jorissen u. seine Schule, Chem. Centralbl. 1924, II, 1449: 
S.J. Vles, ebenda 1928, I, 879; C. van den Pol, Rec. 51, 490, 1932. 

6 Zit. nach Gmelin-Kraut, 1, 1, 465, 1907 (7. Aufl.); siehe ferner be- 
sonders K. A. Hofmann, Chem. Centralbl. 1897, I, 1043. 

7 H. A. Spoehr u. H. H. Strain, J. of biol. Chem. 89, 522, 1930. 
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merkenswerten Abhandlung gezeigt, daB schwache Alkalien Methyl- 
clyoxal kondensieren und daB die entstehenden Produkte wohl in die 
Klasse der Aldole oder Acyloine einzureihen sind. Das Methylglyoxal 
wurde sich dabei also ahnlich dem Phenylglyoxal verhalten:; fiir dieses 
steht die Fahigkeit zur Acyloin-polymerisation fest, da H. G. Sdderbaum 
u. Abenius' das zugehérige Benzoylformoin, C,H;.CO.CHOH.CO.CO 
C,H,, aus dem einfachen aromatischen Ketonaldehyd (Phenylglyoxal 

Benzoylformaldehyd) mit Hilfe von KCN in kristallinischem Zustande 
bereitet haben. 

Die Ausdehnung unserer Versuche zur Uberfiihrung des Methyl- 
glyoxals in Brenztraubenséiure mittels Sauerstoff gedenken wir auf 
andere Glyoxale auszudehnen, auch soll gelegentlich das Verhalten 
der Sulfit-additionsprodukte gegen biologische Agenzien gepriift werden. 

Soviel steht fest, daB Methylglyoxal in Anwesenheit einer seine 
Carbonylgruppen locker bindenden Substanz leicht autoxydabel wird. 
Mit Sauerstoff laBt sich der Ketonaldehyd? dann bei 37° glatt zu Brenz- 
traubensiure oxydieren; damit ist, soweit wir sehen, zum ersten Male 
die quantitative Umwandlung des Ketonaldehyds in die zugehdérige 
x-Ketosiure unter Bedingungen erreicht, die physiologischen Verhalt- 
nissen vergleichbar erscheinen. 


A. Methylelyoxal-bisulfitverbindung. 


Das benétigte Methylglyoxal wurde nach der Vorschrift von 
C. Neuberg und E. Hojmann® aus Dioxyaceton dargestellt, das durch 
biochemische Oxydation von Glycerin durch Acetobacter suboxydans 
gewonnen war. Dem experimentellen Geschick des Herrn Kirt Wegner, 
dem wir fiir seine wirksame Unterstiitzung vielmals danken, gelang es, 
in drei 50-Liter-Ballons ohne Fremdinfektion die Triose zu _bereiten. 
Von dem erhaltenen Methylglyoxal* wurden 500 g mit 2 Mol NaHSO, 


1 H.G. Séderbaum, B. 24, 1386, 1891; P. W. Abenius u. H. G. Séder- 
baum, B. 24, 3034, 1891. 

2 Es 1a8t sich nichts dariiber aussagen, ob der wahre Di-carbonyl- 
kérper bzw. ein Hydrat desselben der Oxydation anheimfallt: denn in 
der gepufferten Lésung kénnen auch andere Modifikationen des Methy!l- 
glyoxals auftreten, auf deren beachtliche Rolle, insbesondere fiir die 
enzymatische Hydration, wir seit vielen Jahren wiederholt die Aufmerksam- 
keit gelenkt haben. 

3 OC. Neuberg u. E. Hofmann, diese Zeitschr. 224, 495, 1930. 

4 Unter Umgehung von Triose laBt sich Methylglyoxal leicht aus 
lso-nitroso-aceton mittels Nitrosyl-sulfat nach E. Hofmann u. C. Newberg 
(diese Zeitschr. 226, 489, 1930) bereiten. Der Ketonaldehyd entsteht so 
viel reichlicher als nach dem alten Verfahren von Pechmann (siehe hierzu 
Harries sowie Meisenheimer), er enthalt auch keine giftigen Verunreini- 
gungen, die biochemische Verwendungen beeintrachtigten; das ergibt sich 
aus den von Hofmann u. Neuberg angestellten Dismutationsversuchen. 
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versetzt; darauf wurde die Fliissigkeit erst im Vakuum, dann in groBen 
Exsikkatoren eingeengt; die Methylglyoxal-bisulfitverbindung! bildet« 
eine feste Masse, die dann gepulvert wurde. In diesem Material wa: 
natiirlich Na,SO, vorhanden, dessen Entstehung bei der langen Dauc) 
der Eindampfoperationen nicht zu vermeiden ist. Die Bisulfit 
verbindung war vollig frei von Pyruvinat; der Gehalt unseres luft 
trockenen Materials an Methylglyoxal (als CH,CO .COH berechnet 
betrug 20,8 %. 
B. Qualitative Vorversuche. 

Zur Orientierung wurden je 5ccm einer 20°%igen wisserigen 
Lésung der Methylglyoxal-bisulfitverbindung (etwa 0,2g Methyl- 
glyoxal) mit je 95 cem Phosphatlésung in einer mit Sauerstoff gefiillten 
1-Liter-Stépselflasche bei 37° digeriert. Zur Priifung auf gebildete 
Brenztraubensiure wurden taglich je 10cem der Fliissigkeiten ent- 
nommen, mit 1l0ccm salzsaurer 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin-lésung 
(1g Di-nitrophenylhydrazin gelést in 60cem 2n HCl) versetzt und 
'/, Stunde im siedenden Wasserbad erhitzt. (Die Behandlung unter 
Erwairmen geschah zur iiblichen Zerlegung der Sulfit-komplexe und 
zwecks Austreibung der etwas stérenden schwefligen Saure*®.) Nach 
dem Abkiihlen wurden die Niederschlage abfiltriert und nach Waschen 
mit verdiinnter Salzsiure sowie Wasser die Gemische von Methy!- 
glyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon und Brenztraubenséure 2, 4-di- 
nitrophenylhydrazon in tiblicher Weise nach Newberg und Kobel (a. a. O.) 
mit Sodalésung getrennt. 


Die Flaschen wurden nach jeder Probenahme erneut mit Sauerstott 
gefiillt.  Versuche mit m/2 Usnatriumphosphat-l6sung sowie mit m 2 
Phosphatgemischen von px 7,7, 7,4, 7,2, 6,8, 6,5, 6,2, 5,8, 5,5 (px colori 
metrisch bestimmt), in denen ein Anfangs-px der Versuchsgemische von 
pu 8,1 bis 5,5 bestand, ergaben, daB eine Brenztraubensaurebildung in 
allen Fallen stattgefunden hatte, daB aber die Geschwindigkeit stark von 
der Wasserstoffionenkonzentration abhing. Das Maximum der Brenz- 
traubenséurebildung scheint zwischen pu 7,0 und 6,4 zu liegen. Ahnliche 
Resultate erhielten wir, wenn wir die Konzentration an Methylglyoxal (b 
rechnet als CH,.CO.COH) auf 0,1 °,, unddie Phosphatkonzentration aufm 4 
bemaBen. In einer Versuchsserie, bei der die Methylglyoxalkonzentration 
0,2°,, die Konzentration an Dinatriumphosphat m/2, m/4, m/8 bzw. m /20 
betrug und das Anfangs-px der Versuchslésungen 8,1, 7,8, 7,6 bzw. 7.4 
war, wurde die gréBte Brenztraubenséurebildung bei der Dinatriumphosphat 
konzentration von m/8 beobachtet. Hier iiberwog der giinstige Effekt des 
weniger alkalischen Milieus die an sich ungiimstige Wirkung der geringen 
Phosphationenkonzentration. 


1 Sie hat nach Analysen von Irene St. Neuberg in vdéllig reinem Zu 
stande die Zusammensetzung C,H,O,.2 NaHSQOs. 

2 Vgl. z. B. E. Fischer, B.17, 572, 1884; E. Fischer u. E. Hoffa, B. 31. 
1989, 1898. 
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In einer weiteren Versuchsserie mit gleicher Methylglyoxalkonzentration 
(0,2°,) und verschiedenem Gehalt an Phosphatgemisch von px 6,7 (m/2, 
m/4, m/8, m/16, m/32), bei der sich das Anfangs-py der Versuche auf 6,7, 
6,7, 6.7, 6,6 bzw. 6,5 belief, wurde bei den beiden ersten Versuchen (m/2 
und m/4 Phosphat) die intensivste Brenztraubenséiurebildung konstatiert. 
Sie war schwacher in dem Ansatz mit m/8 Phosphatgehalt, sehr gering 
bei m/16 Phosphatzugabe und blieb in dem Versuch mit m/32 Phosphat- 
konzentration aus, wahrscheinlich wegen zu starker Séuerung infolge 
geringen Puffergehalts; das px war hier innerhalb von 20 Stunden von 
6,5 auf 4,4 gefallen und sank bei lingerer Versuchsdauer noch weiter. 

{n einer rein wasserigen Methylglyoxalbisulfit-lésung fand keine 
Oxydation des Methylglyoxals zu Brenztraubensaure statt. 

Brenztraubenséureentstehung wurde jedoch, wenn auch in er- 
heblich geringerem AusmaB, in Gegenwart von Boratpuffer (s. 8. 227) 
beobachtet. 

C. Quantitative Versuche. 


Versuche bei praktisch gleichem px und verschiedenem Phosphat- 
gehalt. 
a) 50ccem 20°,ig. Lésung der Methylglyoxal-bisulfitverbindung 
(= 2,076 g Methylglyoxal), 
250 ,,  m/2 Dinatriumphosphat-lésung, 
700 ,, Wasser. 
b 


50 cem 20° ig. Lésung der Methylglyoxal-bisulfitverbindung 
(= 2,076 g Methylglyoxal), 
950 ,, m/2 Phosphatlésung von px 7,7. 


Das Anfangs-px in Ansatz a) war 7,6, in Ansatz b) 7,5. Die Gemische 
wurden unter standiger Sauerstoffdurchleitung bei 37° digeriert. Nach 
2 Tagen war in Versuch a) erst eine Spur, in Versuch b) eine gréBere Menge 
Brenztraubensaure entstanden. Nach 3 Tagen machte die in dem phosphat- 
reicheren Versuchsgemisch gebildete Brenztraubensaiure etwa das Doppelte 
der in dem phosphataérmeren Ansatz auftretenden aus, und das px war in 
Versuch a) auf 7,3 gesunken, in Versuch b) dagegen unverindert 7,5 ge- 
blieben. 

Nach 4, 5, 7 und 9 Tagen wurden je 100 ccm der Versuchsgemische 
mit je lg 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin, gelést in 60ccm 2n Salzsaéure, 
versetzt und 1 Stunde im siedenden Wasserbad erwirmt. Nach Abkiihlung 
wurden die Niederschlige abgesaugt, mit Salzsiure und Wasser gewaschen 
und nach Trocknung im Exsikkator iiber Phosphorpentoxyd gewogen. 
Die Osazon-Hydrazon-gemenge wurden sodann mit je 25cem m-Soda- 
lésung gut verriihrt; die Suspensionen wurden 40 Minuten zentrifugiert, 
die Riickstande abermals mit je 5ccm Sodalésung behandelt und wieder 
durch Zentrifugieren abgetrennt. Die Sodawaschungen sind, in Bestatigung 
unserer friiheren Erfahrungen, noch dreimal in gleicher Weise zu wiederholen. 

Aus den vereinigten Sodaausziigen wurde das Brenztraubensiure- 
hydrazon mittels 2n Salzséure ausgefallt, nach Stehen iiber Nacht ab- 
gesaugt und im Exsikkator getrocknet. Die in Soda unléslichen Riickstande 
wurden mit Wasser verriihrt, abgesaugt, mit H,O bis zur neutralen Reaktion 
des Ablaufenden gewaschen und ebenfalls getrocknet. Die zuriickbleibende 
Substanz bestand aus Methylglyoxal-bis-di-nitrophenylhydrazon; F. 298°. 
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Die Gewichtsmengen der Gesamt-di-nitrophenylhydrazinnieder 
schlage, des isolierten Brenztraubensaure-di-nitrophenyl-hydrazons sowi: 
des als 2, 4-Bis-di-nitrophenylhydrazon zuriickgewonnenen Methy! 
glyoxals sind in Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I. 





Gesamt-Di-nitro- Brenztraubensaéure- Methylglyoxal-bis 


Zeit Versuch phenylhydrazin- di-nitrophenyl- di-nitrophenyl- 
fallung in g hydrazon in g hydrazon in g 
Nach 4 Tagen a 0,93 0,23 0,67 
» = » b 0,78 0,38 0,41 
— a 0,81 0,29 0,50 
Se b 0,65 0,39 0,23 
a ae a 0,69 0,36 0,32 
oo ee. we b 0,55 0,41 0,12 
a ae a 0,62 0,38 0,23 
. . b 0,56 0,40 0,11 


Je 100 cem der Versuchsgemische enthielten zu Beginn 0,2076 g 
Methylglyoxal, aus denen bei vollstandiger Oxydation 0,2537 g Brenz- 
traubenséure entstehen kénnen, die 0,7731 g Brenztraubensiure-di- 
nitrohydrazon entsprechen. Die Ausbeuten an Brenztraubensaure, 
bezogen auf die bei vollstandiger Oxydation des angewendeten Methy]- 
glyoxals theoretisch mégliche Quantitat, betrug also nach neuntagiger 
Versuchsdauer in Versuch a) 49°, in Versuch b) 52°. Da in Ansatz a) 
nur 18%, in Ansatz b) nur 9°% des urspriinglich vorhandenen Methy]- 
glyoxals zuriickgeblieben waren, muBten die fehlenden 33 bzw. 39°, 
des Ausgangsmaterials in anderer Weise verarbeitet worden sein. 

In starker alkalischem Milieu war der zu Brenztraubensaure oxy- 
dierte Methylglyoxal-anteil noch geringer und der anderweitige Ver- 
brauch des Ketonaldehyds starker. So konnten aus einem Versuchs- 
gemisch der folgenden Zusammensetzung : 


50 cem 20°%,ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung (== 2,076 g 
Methylglyoxal), 
950 ,, m/2 Dinatriumphosphatlésung, 


das unter stindiger Sauerstoffdurchleitung 8 Tage bei 37° digeriert 
worden war, bei einem Anfangs-pq 8,1 und End-pq 7,5 nur 35% der 
maximal erzielbaren Menge Brenztraubensaure isoliert und 16% des 
anfangs vorhandenen Methylglyoxals als Bis-di-nitrophenylhydrazon 
wiedergewonnen werden. 

Bedeutend giinstiger lagen die Bedingungen fiir die Oxydation des 
Methylglyoxals zu Brenztraubenséure bei den folgenden, in saurem 


Milieu ausgefiihrten Versuchen. 
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50 eem 


950 ,, 
50 cem 
950 ,, 


50 ecem 
950 ,, 


50 cem 


Ansdtze. 
20° ,ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung (2,076 g 
Methylglyoxal enthaltend), 
m/2 Phosphatlésung von px 6,8; 
20° ,ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
m/2 Phosphatlésung von px 6,5; 
20° ,ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
m/2 Phosphatlésung von px 6,25; 


20°, ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 


1000 ,,  m/2 Phosphatlésung von px 6.8, 
950 ,, Wasser; 

e) 50 cem 20°, ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
1000. ,,. m/2 Phosphatlésung von pq 6,5, 


950 ,, Wasser; 
f) 50 cem 20° ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
1000 ,, m/2 Phosphatlésung von py 6,25, 


950 ,, Wasser. 


Die Versuche wurden ebenfalls unter standiger Sauerstoffdurchleitung 
bei 37° ausgefiihrt. 


Zu den in den Tabellen II und III angegebenen Zeiten wurden 
Proben zu colorimetrischen px-Bestimmungen und fiir die Isolierung 
der entstandenen Brenztraubenséure entnommen. Die px-Anderung 
ist aus Tabelle II zu ersehen; die Ertrige an Brenztraubensaure (als 
2, 4-Di-nitrophenylhydrazon) und die Mengen des als Bis-2, 4-di-nitro- 
phenylhydrazon isolierten unveranderten Methylglyoxals sind in 
Tabelle III angegeber.; die in dieser Tabelle verzeichneten Prozent- 
zahlen gewahren einen Uberblick iiber den Reaktionsmechanismus und 
zeigen, daf unter den angegebenen Bedingungen Methylglyoxal 
praktisch vollstindig zu Brenztraubensdure oxydiert wird. 


Tabelle II. 





Pu 
a nach nach nach nach nach 
zu Beginn 3 Tagen 6 Tagen 8 Tagen 11 Tagen 14 Tagen 
a 6,7 6.6 6.3 6,3 6,3 6,2 
b 6.4 6.1 6, 6,0 59 59 
¢ 6,2 5,9 5.7 5,7 5,7 5.6 
d 6,6 6,4 6,4 6,4 6,4 6.4 
e 6,4 6,25 6,1 6,1 6,1 6,1 
f 6,2 6,0 5,8 5,8 5,8 5.8 


Analysen des Brenztraubensaure-di-nitrophenylhydrazons aus Ver- 
such a) nach Umkristallisieren aus Essigester. 

4,897 mg Substanz ergaben 7,275 mg CO, und 1,400 mg H,0O. 

2,548 ,, i sa 0,466 cem N, (25°, 756mm, 50°, KOH). 


C,H,O,N,. Ber.: C = 40,29%, H = 3,01%, N = 20,90%; 
gef.: C = 40,53%, H = 3,20%, N = 20,85 %. 


(268,15) 
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Tabelle III. 

Brenztraubensiure- Methylglyoxal-bis-di 

Gesamt- di-nitrophenylhydrazon nitrophenylhydrazon 

Zeit sou | Soreapeitiliine in jp der | tn jp des 

in g ing moglichen ing Ausgangs 

Menge materials 
Nach 3 Tagen a 0,95 0,59 65 0,44 35 
* S  « b 0,98 0,48 62 0,47 38 
»e 8 » ¢ 1,10 0,31 40 0,75 60 
= 3 ~ d 1,04 0,35 45 0,69 55 
ae e 1,02 0,43 56 0.54 43 
ae > f 1,06 0,34 44 0,70 56 
a fe a 0,90 0,54 70 0,35 28 
—— b 0,92 0,57 74 0,31 25 
— oe ¢ 1,03 0,43 56 0,54 43 
. -; d 0,97 0,44 57 0,51 41 
— e 1,00 0,48 62 0,46 37 
a f 1,02 0,44 57 || ~=—s(0,52 42 
a ae a 0,86 0,62 80 || 0,22 8 
io Es b 0,89 0,60 78 =6|| ~=6—(0,28 22 
a ae c 0,97 0,52 67 | 0,40 32 

ia, ee d 0,89 0,53 69 | (0,85 2 
is es e 0,91 0,56 722 +| O81 25 
ae? ~ f 0,96 0,48 62 | 0,44 85 
| 

ee. 2. % a 0,82 0,68 88 | 0,11 9 
Pa ve b 0,84 0,68 88 | 0,14 11 
_ 2% ¢ 0,92 0,60 78 | 0,28 22 
e ie d 0,78 0,58 75 0,20 16 
ae e 0,86 0,63 81 0,21 17 
3 —_— f 0,90 0,57 74 0,23 18 
> 4- a a 0,80 0,72 93 0,06 5 
g tae b 0,82 0,71 92 0,10 8 
| ae ¢e 0,88 0,66 85 0,16 13 
Pre | eg d 0,75 0,61 79 0,10 8 
Pe: ae 6 0,84 0,68 88 0,12 10 
oe ee f 0,90 0,64 83 0,21 17 
a a 0,84 0,75 97 0,04 3 
—. aor b 0,82 0,74 96 0,05 4 
ag ae ky ¢ 0,89 0,70 91 0,10 8 
oes Ae d 0,72 0,61 79 0,08 6 
~- ee * e 0,80 0,68 88 0,07 6 
‘oe f 0,86 0,69 89 0,14 11 
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Analysen der nach sechstagiger Versuchsdauer erhaltenen Methyl- 
~ glyoxal-bis-di-nitrophenylhydrazonanteile der Versuche a), b) und c) 
(Analyse der Rohprodukte). 


a) 4,847 mg Substanz ergaben 


7,435 mg CO, und 1,300 mg H,O, 
2,631 ,, . 


0,597 com Ny, (22°, 757 mm, 50°, KOH). 


b) 4,541 mg Substanz ergaben 6,980 mg CO, und 1,220 mg H,0O, 
2,378 ,, “i - 0,526 com N, (23°, 757 mm, 50°, KOH). 
c) 4,855 mg Substanz ergaben 7,455 mg CO, und 1,290mg H,0O, 


2.814 ,, os ra 0,635 com N, (23°, 757mm, 50°, KOH). 
C\;sH,;,.N,0,. Ber.: C = 41,66%, H = 2,80%, N = 25,93%; 
(432,26) a) gef.: C = 41,84°., H 3,00%, N = 26,15%, 
b) » C= 41,92%, H = 3,01% N 25,41°), 
e ego 41,88°., H 2,97%, N 25,92 %. 


Die Versuche der folgenden Serie sind teils aerob unter standiger 
Sauerstoffdurchleitung (a bis e), teils anaerob in Stickstoff (a, bis e,) 


ausgefihrt. 
Ansdtze. 
a) 20cem 20° ,ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung (= 0,8304 g 


Methylglyoxal), 


380 m/2 Phosphat von px 7.7. 

b) 20cem 20° ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
380 m/2 Phosphat von py 7,2. 

c) 20ccm 20°. ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
380 ,, m/2 Phosphat von py 6,8. 

d) 20ccm 20°,ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung. 
380 m/2 Phosphat von px 6,5. 

e) 20cem 20°,ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
380 ., m/2 Phosphat von px 5,8. 


Die Zusammensetzung der anaeroben Versuche a, bis e, war die gleiche 
wie die der Versuche a bis e, die in O, vorgenommen sind. 


Die pa-Anderungen sind in Tabelle IV verzeichnet. 
é 


Tabelle IV. 








. PH 
Versuch Ee en ; 
zu Beginn nach 3 Tagen nach 10 Tagen 

a 7,6 7,4 7,3 
b 7,2 7,1 6,7 
c 6,7 6,4 6,2 
d 6,4 6,1 5,9 
e 5.8 5,1 — 
a, 7.6 _ 7,5 
b, 7,2 - 7.1 
Cy 6,7 ou 6,7 
dy 6.4 ~ 6,4 
e) 5,8 -- 5,8 
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Aus Tabelle V sind die Mengen der Gesamt-Di-nitropheny!- 
hydrazinfallungen, die Anteile an isoliertem Brenztraubensiure-di- 
nitrophenylhydrazon und an zuriickgewonnenem Methylglyoxal-bis- 
di-nitrophenylhydrazon der Versuche a bis e zu ersehen. Die Prozent- 
zahlen fiir Brenztraubensiure und Methylglyoxal lehren, daB die fiir 
die Oxydation giinstige Wasserstoffionenkonzentration bei einem 
Anfangs-py von 6,8 lag und daB bei alkalischer Reaktion noch eine ander- 
weitige Umsetzung von Methylglyoxal statthatte. 

Tabelle V. 








Brenztraubensdure-di- Methylglyoxal-bis- 

Gesamt- nitrophenylbydrazon | di-nitrophenylhydrazon 

a «= | SS | eet in 6 der ss lie 

in g ing sietiaben in g Ausgangs- 

Menge materials 

Nach 3 Tagen a 0,66 0,34 44 0,29 23 
Sa b 0,82 0,40 52 0,33 26 
ee ¢ 0,89 0,52 67 0,37 30 
a ae d 0,92 0,41 53 0,54 43 
et e 1,10 0,19 25 0,90 72 
eS oe a 0,58 0,48 62 0,08 6 
a 7 b 0,63 0,55 71 0,06 5 
— ae c 0,79 0,72 93 0,07 6 
- 2 & d 0,82 0,70 91 0,11 9 
a a e — — _ — - 


Nach zehntagiger Digestion der Ansiatze a, bis e, bei 37° (in Stick- 
stoff) konnten aus Ansatz a, 92°, aus b, 95° und aus c, bis e; je 98°, 
Methylglyoxal zuriickgewonnen werden. Brenztraubensdure wurde in 
keinem der anaerob gehaltenen Versuchsgemische gefunden. 

In den Ansatzen a) und b) der folgenden Serie wurde bei gleichem px 
die Phosphatkonzentration variiert (m/2 und m/4), und das Substrat 
bildete, wie in den vorher beschriebenen Versuchen, die fertige Methy|- 
glyoxal-bisulfitverbindung. Zu den Versuchen c) und d) wurde reinstes, 
wiederholt rektifiziertes Methylglyoxal und die aquivalente Menge 
Natriumbisulfit (2 Mol) verwendet. 


Ansdtze. 
a) 20cem 20° ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung (= 0,8304 g 
Methylglyoxal), 
380 ,, m/2 Phosphatlésung von px 6,8. 
b) 20cem 20°,ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
380 ,, m/4 Phosphatlésung von px 6,8. 
c) 10cem m-Methylglyoxallésung (0,72 g), 
10 ,, 2m Natriumbisulfitlésung, 
340 ,, m/2 Phosphatlésung von px 7,0. 
d) 10cem m-Methylglyoxallésung, 
10 ,, 2m Natriumbisulfitlésung, 
340 ,,  m/2 Phosphatlésung von pu 6,8. 
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Die Versuchsgemische wurden wieder unter dauernder Sauerstoff- 
durchleitung 7 Tage bei 37° digeriert. Die pu-Anderungen sind aus 
Tabelle VI zu ersehen; die Analysenbefunde sind in Tabelle VII zu- 
sammengestellt. 

Tabelle VI. 

















; Pu 
Versuch 
zu Beginn nach 1 Tag nach 2 Tagen | nach 2!/,Tagen nach 7 Tagen 
a 6,8 6,7 6,5 6,5 6,3 
b 6,7 6,6 6,4 6.4 6,2 
¢ 6,8 6.6 6,5 6,5 6,5 
d 6,7 6,5 6,4 6,4 64 
Tabelle VII. 
Brenztraubens&ure-di- Methylglyoxal-bis- 
Gesemt- nitrophenylhydrazon — di-nitrophenylhydrazon 
Zoi Ver- Di-nitro-phenyl- ~ pe | ilies (Og hse 
Zeit such hydrazinfallung ‘ ge tg : Au ps Dan 
sei J = 6 miglichen -/. materials 
Menge 
Nach 21/. Tagen a 1,01 0,37 48 0,64 51 
a te b 1,11 0,31 40 0,75 60 
— a c* 0,94 0,42 5b 0,52 43 
. th. ss d* 0,96 0,35 47 0,59 49 
oe ‘a a 0,88 0,58 75 0,28 22 
ae i b 0,93 0,54 70 0,38 30 
a ~ e* 0,80 0,63 85 0,16 13 
wee d*: 0,82 0,62 83 0,18 15 


* In den Versuchen c und d betrug die Methylglyoxalkonzentration 0,2°/9. Es kinnen 
bei volistandiger Oxydation des Methylglyoxals zu Brenztraubensiure aus 100cem Versuchs- 
gemisch maximal 0,7449 g Brenztraubensiure-di-nitrophenylhydrazon gewonnen werden. 


Dic Daten dieser Tabelle (fiir die Versuche a und b) zeigen, dab 
die Geschwindigkeit der Oxydation von Methylglyoxal zu Brenztrauben- 
siure in m/2 Phosphatlésung gréBer ist als in m/4 Phosphat. Aus dem 
Vergleich der Ergebnisse des Versuchs a mit denen der Versuche c 
und d, die mit reinstem Methylglyoxal vorgenommen sind, geht hervor, 
daB die in der vorher stets benutzten rohen Bisulfitverbindung méglicher- 
weise vorhandenen geringen Verunreinigungen eine kleine Verlang- 
samung der Reaktionsgeschwindigkeit verursachen, da aber kein 
prinzipieller Unterschied zwischen den Versuchen mit der fertigen 
Bisulfitverbindung und denen mit reinstem Methylglyoxal plus der 
dquivalenten Menge Sulfit besteht. 


D. Versuche in Gegenwart von Boratpuffer. 


Einige qualitative Versuche lehrten, daB die Methylglyoxal-bisulfit- 
verbindung auch in Gegenwart von Boratpuffer zu Brenztraubensaure 
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oxydiert wird; das Ausmab der Oxydation ist jedoch, wenigstens unter 
den Bedingungen der nachstehend beschriebenen Versuche, unver- 
gleichlich kleiner. 
Ansdtze. 
1. 4cem 20° ,ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
76 ,, m/2 Boratpuffer von pr > 8,4. 
2. 4ccm 20° ,ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
76 ,,  m/4 Boratpuffer von pr > 8,4. 
3. 4cem 20°, ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
76 ,, m/2 Boratpuffer von pH = 8,0. 
4. 4ccm 20°,ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
76 ,, m/4 Boratpuffer von pu = 8,2. 
5. 5eem 20° ,ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
95 ,, m/2 Boratpuffer von px = 7,4. 
6. 5ceem 20° ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
95 ,, m/4 Boratpuffer von pr = 7,8. 


~1 


5eem 20°,ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 

95 ,, m/8 Boratpuffer von pu = 7,9. 

8. 5cem 20° ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
95 ,, m/2 Boratpuffer von pu = 6,6. 

9. 5cem 20°, ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
95 ,, m/4 Boratpuffer von pu = 7,0. 

10. 5eem 20° ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 

95 ,, m/8 Boratpuffer von px = 7,3. 


Die Versuchsgemische wurden in mit Sauerstoff gefiillten 1-Liter- 
Stépselflaschen bei 37° digeriert. Taglich wurden Proben zur py-Be- 
stimmung sowie Priifung auf eventuell gebildete Brenztraubensiure 
abgenommen und die Flaschen danach stets wieder mit Sauerstoff 
gefiillt. Die px-Anderungen der Versuchsgemische sind in Tabelle VIII, 
die Resultate der Brenztraubensaurepriifung in Tabelle IX angegeben. 


Tabelle VIII. 








Versuch -_ 
zu Beginn | nach 1 Tag | nach 2 Tagen nach 3 Tagen nach 6 Tagen | nach 8 Tagen 
1 8,4 8,1 8,0 8,0 7,8 7,8 
2 8,4 7,8 yA 7,65 7,2 7,0 
3 7,7 7,4 7,1 7,0 6,7 6,5 
4 7,7 7,0 6,8 6.0 5,8 4,8 
5 7,2 6,5 6,1 5,9 5,0 45 
6 Tok 4,2 4,0 3,9 3,5 3,5 
7 6,8 3.6 3,5 3,5 3,5 3,3 
8 6,0 8,0 2,9 2,9 2,9 2.9 
9 6,0 3,2 8,2 3,2 3,2 3,2 
10 | 5,6 3,2 8,2 8,2 3,2 8,2 
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Tabelle IX. 





Brenztraubens&ure (als 2,4-Di-nitrophenylhydrazon) 


Versuch 
nach 1 Tag nach2 Tagen nach3 Tagen nach4 Tagen nach6 Tagen | nach 8 Tagen 
1 - a = 
2 _ + + + + t 
3 Spur oe t ++ of. af. 
4 Spur ++ p+ + of it 
5 - - Spur ++ + ++ 
6 - én nd 
7 = : 
8 ee —_ 
9 on am 
10 - 


E. Versuche in sodaalkalischer Liésung. 


In Ansitzen, in denen die Lésungen der Methylglyoxal-bisulfit- 
verbindung mit Soda digeriert wurden, beobachteten wir eine aerobe 
wie anaerobe Brenztraubensaurebildung. Die Menge der entstandenen 
Brenztraubensaiure war in allen Fallen erheblich geringer als bei den 
vorher beschriebenen, in Gegenwart von Phosphatpuffer angestellten 
Serien, und der Reaktionsmechanismus war komplizierterer Art. Bei 
Fallung der mit Salzsiure angesiuerten Versuchslésung trat nimlich 
auBer Brenztraubensaure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon und Methyl- 
glyoxal-bis-di-nitrophenylhydrazon (aus unveraindertem Ausgangs- 
material) noch wenigstens ein in Soda unléslicher Kérper auf, der bisher 
nicht naher untersucht ist. Aus der in Soda léslichen Fraktion schlug 
Salzséure hier auch nicht unmittelbar reines Brenztraubensaure-2, 4-di- 
nitrophenylhydrazon nieder; ihm war in Mengen von 2 bis 10°, stets 
ein dunkel gefairbter, in Essigester schwer léslicher Kérper beigemengt. 
Reines Brenztraubensiure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon vom Schmelz- 
punkt und Mischschmelzpunkt 219° wurde jedoch durch Umkristalli- 
sieren aus dem dazu besonders geeigneten Essigester! mit etwas Tier- 
kohle gewonnen. 

Aus den im folgenden beschriebenen Versuchsgemischen, von 
denen a und b aerob, c und d anaerob bei 37° digeriert wurden, 
erhielten wir aus je 100 cem Versuchslésung die in Tabelle X verzeich- 
neten Mengen an Gesamt- Di-nitrophenylhydrazin-niederschlag, an soda- 
léslichem Hydrazon und sodaunléslichem Osazon. Aus dem soda- 
léslichen Anteil der Fallungen wurde in der oben angegebenen Weise 
reines Brenztraubenséure-di-nitrophenylhydrazon isoliert; die soda- 
unlésliche Fraktion bestand aus Methylglyoxal-bis-di-nitrophenyl- 
hydrazon und mindestens einem in Pyridin leicht léslichen dunkel- 
gefarbten Osazon. 


1 Siehe bei OC. Newberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 219, 492, 1930. 
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Ansatze. 
a) 50cem 20°,ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung (= 2,0760 g 
Methylglyoxal), 
100 ,,  m Sodalésung, 
450 ,, Wasser. 
b) 50cem 20°. ige Methylglyoxal-bisulfitverbindung, 
80 ,, m Sodalésung, 
470 ,, Wasser. 
Tabelle X. 





—_ : peatieeshenet> Sodalislicher Sodaunldslicher 
Zeit Versuch hydrazinfillung Anteil Anteil 
ing ing ing 
Nach 4 Tagen . . a 0,81 0,24 0,54 
ae s b 0,99 0,27 0,66 
, 4 - os ‘ 1,00 0,27 0,62 
« & - ahs d 1,01 0,29 0,65 
wo aoe a 0,56 0,15 0,36 
an ; ‘s b 0,77 0,24 0,48 
a ‘ c 0,75 0,27 0,45 
a oe 46 d 0,86 0,31 0,49 


Die Zusammensetzung der anaerob gehaltenen Versuchsgemische c 
und d war die gleiche wie die der aeroben Versuche a und b. 


Fraulein Margund Reymann und Fraulein Charlotte Kihl danken 
wir bestens fiir die Hilfe, die sie uns bei Ausfiihrung der Versuche 


geleistet haben. 
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